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Zur Bestimmung der Harnsaure und Purinbasen im 
menschlichen Harn.') 
Von 


Martin Kriiger und Julius Schmid. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1905.) 


Von den vier zur Ausfiillung von Purinkérpern gebriiuch- 
lichen Reagentien, Phosphorwolframsiiure, Kupferacetat, am- 
moniakalischer Silberl6sung und Kupfersulfat plus Bisulfit, kommen 
fiir eine bequeme und exakte quantitative Bestimmung der ge- 
nannten Verbindungen nur die beiden letzten in Betracht. Die bisher 
iiblichsten Methoden, welche die Purinbasen neben der Harnsiiure 
bestimmen wollen, beruhen auf der Anwendung der SilberlOsung. 

Als Kupferoxydulverbindungen werden Harnsiiure und Basen 
nach dem Verfahren von Kriiger und Wulff?) gefallt, der 
Niederschlag, welcher durch Kupfersulfat und Natriumbisulfit 
im siedenden Harn erzeugt wurde, sollte nur den Stickstoff der 
Purinkoérper enthalten. 

Diese in der ersten Zeit nach ihrer Veroffentlichung sehr 
haufig und von den verschiedensten Seiten angewendete Me- 
thode wurde spiiter als unrichtig erkannt.*) Nach Salkowski 
tibertrifft zwar in geringem Grade das Kupferverfahren an Schirfe 
das Silberreagens, aber das Plus an Purinbasenstickstoff, welches 


‘) Die beiden folgenden Arbeiten sind schon vor mehreren Jahren 
im Laboratorium der medizinischen Klinik zu Breslau (Geh. Rat Kast 7) 
ausgefiihrt worden. Ihre Verdffentlichung erlitt einen unerwiinschten 
Aufschub durch die langwierige schwere Erkrankung M. Kriigers; leider 
wurde inzwischen der allseitig beliebte Kollege und bahnbrechende Forscher 
auf dem Gebiet der Purinkérper der Wissenschaft zu friihzeitig durch 
den Tod entrissen. Schittenhelm-Schmid. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 176 (1895). 

5) Sitzungsbericht der Frankfurter Naturforschervers. Berl. klin. 
Wochenschr., 1896, S. 970. Salkowski, Deutsche med. Wochenschr., 
1897, S. 213 und Pfliigers Arch., Bd. LXIX, 5. 287 (1898). 
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sich nach der Kriiger-Wulffschen Methode verglichen mit dem 
aus der Silberfillung ergibt, ist bedeutend gréfer, als es dem 
geringen Unterschiede im Fiillungsvermdgen der beiden Reagentien 
entspricht. Es miissen daher aus dem Harn noch andere N-haltige 
K6rper mitgefallt werden. Zu diesen gehdren nach Huppert!) 
Rhodan, Eiweifi und Albumosen,?) und zwar nicht nur die 
koagulablen, die Hellersche Probe gebenden Eiweibkorper, 
sondern auch jene in jedem normalen Harn vorhandenen, von 
Morner?’) entdeckten EiweiSkérper. Huppert hat tbrigens 
die genannten Verbindungen nicht im Kupferoxydulniederschlag 
des Harns nachgewiesen, sondern er fiihrt nur an, dab diese 
Korper, «wenn sie dem Harn zugesetzt werden, nach dem Ver- 
fahren von Kriiger-Wulff quantitativ wiedergefunden werden. » 

Kine bemerkenswerte Angabe dariiber, die Fillung 
der Purinkérper durch das Kupferreagens bei Anwesenheit eines 
bestimmten Korpers beeintriichtigt werden kann, hat Zilzer*) 
gemacht. 

Wenn man nach ihm dem Harne Chlornatrium zugibt, 
so sinkt der nach der Kriiger-Wulffschen Methode ermittelte 
Stickstoff mit Zunahme des Kochsalzgehaltes. Als Erklirung 
fiigt er die bekannte Tatsache an, dah «auch ein geringer Zusatz 
von Kochsalzlésung zu einer einfachen Kupfersulfatnatriumbisulfit- 
mischung den sonst in der Hitze entstehenden Kupferoxydul- 
niederschlag zu hindern imstande ist.» 

Nach Kriiger sind die Verbindungen, welche aus Purin- 
korpern durch Fiillung mit Kupfersulfat und Bisulfit entstehen, 
nicht als reine Kupferoxydulverbindungen, sondern, da sie gleich- 
zeilig noch Schwefelsiiure enthalten, welche selbst durch an- 
dauerndes Waschen nicht entfernt werden kann, als basisch 
schwefelsaure Purinkupferoxydulverbindungen anzusehen. Bel 
Gegenwart von Kochsalz scheidet sich, wie Ziilzer ganz richtig 
erwihnt, kein Kupferoxydul aus, es entsteht vielmehr das in 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 5. 556 (1896/97). 

2) S.auch Strauss, Frankf. Naturforschervers.. Berl. klin. Wochen- 
schrift, 1896, 970. 

8) Skandinav. Arch. f. Phys., Bd. VI, 5S. 332 (1895). 

*) Berlin. klin. Wochenschr., 1896, 5. 74. 
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Zur Bestimmung der Harnsiiure und Purinbasen im Harn. 3 


der Wairme lodsliche Kupferchloriir. Dieses wird mit Purin- 
kirpern analog der Schwefelsaure basisch salzsaure Verbindungen 
bilden, welche jedenfalls leichter ldslich sind, als die basisch 
schwefelsauren Salze und daher zuniichst teilweise gelést bleiben; 
hierfiir spricht die Beobachtung von Ziilzer. Die Léslichkeit 
aller basischen Salze nimmt nun aber ab mit der Zunahme 
ihrer Basicitiit und Abnahme ihrer Aciditiit. Dieser Ubergang 
in schwerer losliche, resp. unldsliche Verbindungen wird einmal 
bewirkt durch lingeres Kochen mit Wasser oder aber schneller 
und glatter durch Umsetzen mit Salzen schwacher, etwa or- 
ganischer Séuren, welche keine basischen Salze mehr bilden 
oder deren basische Salze durch Wasser sofort in Base und 
freie Sdiure gespalten werden. 

Zur Entscheidung der Frage, welches von den beiden 
Fillungsmitteln der Purinkérper, ammoniakalische Silberlésung 
oder Kupfersulfat plus Bisulfit, besser zur Abscheidung und 
quantitativen Bestimmung derselben geeignet ist oder ob beide 
in gleich guter Weise diesen Zweck erfiillen, kann nach unserer 
Ansicht eine eingehende Priifung der Harnsaure und _ siimtlicher 
im Harn gefundenen Purinbasen auf ihr Verhalten zu den beiden 
Reagentien nicht umgangen werden. 

Dafi Harnsiiure als Magnesiumsilberdoppelsalz vollig aus- 
fallt, ist erwiesen. Bis zu welchem Grade von Genauigkeit 
aber die Silberfallung bei den Purinbasen fiihrt, ist bisher nicht 
systematisch gepriift worden. Bekannt ist, dal die Silberver- 
bindungen aller Basen mehr oder weniger, wenn auch stets 
nur in geringem Mage, in Ammoniak loslich sind (s. dariiber 
an spaterer Stelle). 


I. Priifung des Kupferreagens als quantitatives Fallungsmittel. 


Wir haben zuniichst das Kupferreagens einer eingehenden 
Priifung unterzogen, und zwar bei Harnsiure und allen Basen, 
welche nach den bisherigen Beobachtungen im Harne_ vor- 
kommen sollen. Von den Basen standen uns mit Ausnahme 
des Carnins alle in chemisch reinem Zustande zur Verfiigung: 
Xanthin, 1-Methylxanthin, 7-Methylxanthin (Heteroxanthin), 1,7- 
Dimethylxanthin (Paraxanthin), Guanin, 7-Methylguanin (Epi- 
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guanin), Adenin und Hypoxanthin. Auch Theophyllin (1,3-Di- 
methylxanthin) wurde noch hinzugenommen, da es bei Hunden 
als Stoffwechselprodukt nach Caffein auftritt, 

Die Untersuchung geschah in folgender Weise: Es wurden 
in der Regel 0,3 g der freien Basen — vom Guanin kam das 
Sulfat und vom Hypoxanthin das Nitrat zur Anwendung — 
in SOO com Wasser, ev. unter Zusatz von etwas Natronlauge 
gelost; dasselbe geschah mit der Harnsiiure, 

In je 5O cem der einzelnen) Losungen wurde dann zu- 
niichst der Stickstoff! nach Kjeldahl ermittelt. weiteren 
dO com wurden nach dem Verdiinnen auf 100 cem die Basen, 
resp. die Harnsiiure durch Kupfersulfat und Natriumbisulfit aus- 
gelillt. Zu dem Zwecke wurden die Losungen zuniichst zum 
Sieden erhitzlé und dann 10 ccm Natriumbisulfit und cem 
einer 10°/oigen) Kupfersulfatlisung hinzugegeben. Nach dem 
Zusatz des Fiillungsmittels wurde die Fliissigkeit noch mindestens 
3 Minuten im Sieden erhalten. Der Niederschlag mub, wenn 
die Fiillung vollstiindig sein soll, stets braun bis dunkelbraun 
geliirbt sein. Er wird dann sofort von der heifben Fltissigkeit 
durch ein Faltenfilter aus dem schwedischen Papier von 
J. Munktell abtiltriert, dreimal mit) heibem Wasser ausge- 
waschen und samt dem Filter nach Kjeldahl zerstort. Zu 
einer dritten Portion von 50 eem (verdiinnt auf 100 ccm) wurden, 
um den Eintluj. des Natriumehlorids auf die Fiillung kennen 
zu lernen, 2 ¢ desselben hinzugegeben, zu einer vierten Portion 
von 50 com (gleichfalls verdtinnt auf 100 cem) auber 2 g Natrium- 
chlorid noch 6 ¢@ Natriumacetat. Dann wurden in beiden Ver- 
suchen in der oben angegebenen Weise wiederum die Harn- 
siiure bezw. die Basen durch das Kupferreagens  gefiillt. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle mitgeteilt. 

Von Harnsiiure wurden ferner 0,0643 g bei Gegenwart 
von 2 ¢ Koehsalz mit Kupfersulfat und Bisulfit gefiallt. Verbraucht 
wurden tiirden N-Gehalt des Niederschlags 15,4 4/10 N-Siaure, 
entsprechend 0,0647 g Harnsiiure. Mit Epiguanin wurde nur ein 
einziger Versuch angestellt: und zwar wurden 0,0334 g gleich- 
falls aus kochsalzhaltiger Losung gefiillt. Da 10,1 4/10 N-Saure 
verbraucht wurden, sind 0,0333 g Epiguanin wiedergefunden. 
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Zur Bestimmung der Harnséure und Purinbasen im Harn. 2) 


Tabelle I. 


N-Gehalt in Kubikzentimeter '/ro N-Saure. 


Nach CuSO, +) 5, 28 NaCl + 6g 
Purinkorper Kjeldahl | NaHSO, Acetat 
Harnsiiure ... . 12,04 | 12.05 | 12.11, 12.00, 12,05 
Xanthin. {13,23 13,34 | 13,20 13,14 
1-Methylxanthin. . 6,58 | 6,55 | 64 | 6,64 
7-Methylxanthin, 12,44 12,48 12.30 | 12,45 
Theophyllin. . 10,42 | 10,42 | 10.33 10,45 
(juaninsulfat . . . 12,09 | 12,02 | 12,16 | 12,13 
Hypoxanthinnitrat . 951 9,62 9,70 
Adenin 18\14 | 17.94 | 18,00 18,20, 18,10 


Die obigen Zahlen beweisen mit Sicherheit, dab die Fal- 
lung der Harnsiéure und aller Purinbasen durch Kupfer- 
sulfat und Bisulfit stets eine vollstandige ist, gleichgiiltig 
ob sie in Lésungen, die nur Purinkorper allein, oder auch bei 
Gegenwart von Kochsalz (in der zugesetzten Menge von 2°/o) 
und Kochsalz plus Natriumacetat ausgefiihrt wird. Wenn dem- 
nach zwar das Kochsalz die Vollstindigkeit der Fillung nicht 
hindert, so ist doch ein Einflub desselben unverkennbar vor- 
handen, insofern es die Bildung des Kupferoxydulniederschlages 
verzogert. Eine solche Verzégerung trat am auffallendsten beim 
Paraxanthin ein, bei welchem die Fallung zuniichst iiberhaupt 
ausblieb, bezw. nur eine geringe Triibung entstand. Aufkochen 
vermehrt den Niederschlag zusehends und nach 3 Minuten 
langem Sieden ist derselbe braun: das Filtrat scheidet beim 
Abkithlen keine flockige weife Kupferoxydulverbindung mehr 
aus. Beim Paraxanthin iibrigens erweist sich die Kupferoxydul- 
verbindung unter dem Mikroskope als aus sehr. feinen, langen 
Nadeln bestehend. Die durch Kochsalz verursachte Verzigerung 
der Purinkorperfallung wird, wie erwartet wurde, durch Natrium- 
acetal sofort aufgehoben. 

Wie verhalten sich nun die Purinbasen gegeniiber der 
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ammoniakalischen Silberl6sung und in wie hohem Grade wird 
die Silberfiillung durch den Gehalt der Lésungen an Ammoniak 
beeinfluBbt? Da die losende Wirkung des Ammoniaks nach den 
bisherigen Angaben zwar bemerkbar, doch stets nur gering 
sein soll, so empfahl es sich, fiir die Versuche solche Basen zu 
wiithlen, deren Silberverbindungen voraussichtlich am leichtesten 
loslich sein miiften; es sind das die beiden Dimethylxanthine, 
Theophyllin und Paraxanthin — Theobromin, als drittes Dime- 
thylxanthin, wird bekanntlich weder durch ammoniakalische 
Silberl6sung noch durch Kupfersulfat und Bisulfit gefillt — 
welche in ihrem Molekiil nur noch eine substituierbare Imid- 
gruppe enthalten und daher auch nur mit je einem Atom Silber 
Verbindungen liefern konnen. 

Wir haben unsere Versuche zunachst mit dem Paraxanthin 
angestellt. Nachdem in einem gemessenen Teil einer Para- 
xanthinlésung der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt 
war, wurden gleiche Mengen derselben Lésung mit je 2 g 
Kochsalz, 10 ecm Silberlésung und darauf mit wechselnden 
Mengen von Ammoniak versetzt. Die Silberfallung wurde nach 
3 stiindigem Stehen abfiltriert, mit destilliertem Wasser gewaschen 
und durch Aufkochen mit Magnesia usta von den letzten Resten 
des Ammoniak befreit. Schlieblich wurde wieder der Stickstoff 
nach Kjeldah) ermittelt. Vorhergehende Kontrollversuche mit 
mehreren Basen, Paraxanthin, Adenin, Hypoxanthin, Guanin 
und Xanthin, hatten uns tiberzeugt, dab deren Silberverbindungen 
mit Magnesia usta in wiisseriger LOsung absolut bestiindig sind 
und keine Spur von Ammoniak liefern. 


Paraxanthinlésung: 


1. 50 ccm nach Kjeldahl : 8,3 N-Séiure 
2. 50eem + 2 g NaCl + 10 ccm AgNO,-Lésung +--+ 
20 ccm 10°/oiges NH, : 5,8 ccm 
3. 50 cem + 2 g NaCl 10 AgNO,-Liésung 
4) ccm 10°/oiges NH, : 3,83 ccm 
50 ccm -++ 2 g NaCl + 10 ccm AgNO,-Lisung + 
60 ccm 10°/oiges NH, : 0,51 ccm 


Bei Versuch 4. war zunichst gar kein Niederschlag ent- 
standen, und selbst nach 3stiindigem Stehen hatte sich nur auf 
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der Oberfliiche, offenbar infolge Verdunsten des Ammoniaks, 
eine hiiutige Ausscheidung gebildet. 

Diese Versuche konstatieren eine so grofe losende Wirkung 
des Ammoniaks auf Paraxanthinsilber, wie sie nicht erwartet 
werden konnte. Es soll zugegeben werden, dai man bei Fiil- 
lungen mit Silbernitrat nicht bis zu so hohen Prozenten an 
Ammoniak geht — bei Versuch 4) 5°/o —, dab bei Anwesenheit 
noch anderer Purinkérper die Fiillung des Paraxanthins eine 
vollstiindigere ist, dafi endlich die nicht methylierten Purine mit 
groferer Anzahl substituierbarer Imidgruppen schwerer lésliche 
Silbersalze geben, jedenfalls aber bleibt der Einflufi des Am- 
moniaks bestehen. Es ist daher weiterhin notig, die siimtlichen 
Purinkérper, welche physiologisches Interesse beanspruchen, 
quantitativ auf die Loéslichkeit ihrer Silbersalze in Ammoniak 
zu priifen. 

II. Bestimmung der Harnsaure im Harn. 

Schon in seiner zweiten Mitteilung!) tiber das Verhalten 
der Purinkérper zu Kupfersulfat und Bisulfit hat M. Kriger 
durch mehrere Versuche bewiesen, dai die Harnséure im Harne 
ebensogut mit dem genannten Reagens als mit ammoniakalischer 
Silberldsung nach Salkowski-Ludwig bestimmt werden kann. 
Die Isolierung der Harnséure aus dem Kupferoxydulnieder- 
schlage geschah in derselben Weise wie beim Silbernieder- 
schlage durch Zersetzen mit Natriumsulfid und nachheriges An- 
siiuern mit Salzsiure. Die Menge der nach mehrstiindigem 
Stehen aus der eingeengten Fliissigkeit ausgeschiedenen Harn- 
siure wurde aus dem nach Kjeldahl ermittelten Stickstoff- 
gehalte berechnet. Gefunden wurden damals: 


Nach 
Salkowski-Ludwig 


Nach Kriiger Difkerenz 


| 

| 
100 cem Harn | 0,0508 ¢g Harnséure | 0,0504 g Harnsiiure; O44 mg 
100: | 0,0442 » > 0.0436 » > O6 » 
100» 0.0370. » 0.0369 >» 01 > 


') Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 172 (1895). 
2) In der urspriinglichen Mitteilung befindet sich an dieser Stelle 


cin Druckfehler «0.0426 Harnsiiure. 
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Die Differenz zwischen den Resultaten beider Methoden 
betrug daher in drei Versuchen weniger wie 1 mg. Da gemiif 
der urspriinglichen Vorschrift der Kupferniederschlag des Harnes 
erst nach zweistiindigem Stehen abfiltriert werden sollte, so 
bot die neue Methode nur insofern einen Vorteil, als das im 
Vergleich zu der voluminésen Silberfallung geringe flockige 
Kupferpriizipitat. leichter abfiltriert und ausgewaschen werden 
konnte. Nachdem sich aber die Vollstiindigkeit der Harnsaure- 
und Purinbasenfiillung als unabhiingig von der Dauner des Er- 
kaltens und nur abhiingig von der Zeit des Erwarmens erwiesen 
hat — auch der Zusatz des Chlorbaryums ist als unndtig be- 
funden —, gewiihrt die Kupfermethode auber dem genannten 
Vorteil noch den einer wesentlichen Zeitersparnis. 

Ks wurden noch eine Reihe weiterer Analysen ausgefiihrt, 
um die Ubereinstimmung in den Resultaten beider Methoden 
auch in den Fiillen zu zeigen, wo die Kupferniederschlige 
sofort nach dem Erhitzen abfiltriert werden. 


| 
Kupferfallung Silberfallung 
0,0164 g: 0,0158 0.0158 ¢ 
0.0474 »; 0.0495 » » 
0.0167 »; 0,0171 » 0,0169 » 
arnsiiure 
0,0826 >»; 00814 » 00,0818 » 
in 100 cem Harn 
0.0318 0.0316 » 
0.0524 »; 0,0515 » 0.0517 » 
0.0318 » | 0.0286 » 
| 


III. Bestimmung der Purinbasen neben Harnsaure. 


M. Kriiger und P. Schmidt!) haben sich bei ihren 
Fiitterungsversuchen mit Purinkérpern an Kaninchen und Hunden 
zur Isolierung der entstandenen Stoffwechselprodukte aus dem 
Harne des folgenden Verfahrens bedient: Der Harn wurde 
siedend heif mit Kupfersulfat und Bisulfit geféillt und der 
Niederschlag mit Natriumsulfid zersetzt. Aus dem mit Schwefel- 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2681. 
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Zur Bestimmung der Harnsiiure und Purinbasen im Harn. 9 


siiure angesiiuerten und eingeengten Filtrate fiel beim Erkalten 
die Hauptmenge der etwa vorhandenen Harnsiiure heraus, der 
Rest wurde in essigsaurer Loésung durch Braunstein oxydiert. 
Nachdem das geléste Mangan durch Ammoniak und Ammon- 
karbonat entfernt war, wurden dann in der mit Schwefelsiiure 
neutralisierten Losung die Basen wiederum mit Kupfersulfat 
und Bisulfit niedergeschlagen. 

In dieser zweiten Kupferfiillung sind niemals andere Korper 
als Purinbasen allein gefunden, sodafi die Trennung derselben 
keine Schwierigkeiten machte. Dasselbe gilt fiir einen von 
uns am Menschen mit Theobromin gemachten Versuch.') Hier- 
nach mufi man annehmen, daf} durch die Behandlung des ersten 
Kupferniederschlages mit Natriumsulfid, durch Eindampfen mit 
Mineralsiiuren und endlich durch Oxydation mit Braunstein 
die zuerst beigemengten, stickstoffhaltigen, aber nicht zur Purin- 
gruppe gehorigen Verbindungen zerstOrt oder wenigstens so 
weit verandert werden, dafi sie nicht mehr mit Kupferoxydul 
reagieren. 

Wie grof ist der Unterschied im Stickstoffgehalte der 
ersten und zweiten Kupferfiillung? Hieriiber gibt folgender 
Versuch AufschluB: In 100 cem Harn wurde angeb- 
liche Purinkorper-N nach Kriiger-Wulff bestimmt. Dann 
wurde der Harnsiéuregehalt von 300 cem desselben Harnes 
mit dem Kupferverfahren ermittelt. Das Filtrat von der Harn- 
siure (75 ccm) wurde zur Beseitigung des Restes an Harnsiiure 
mit Braunstein in essigsaurer LOsung oxydiert und dann mit 
Kupfersulfat und Bisulfid behandelt. Der Stickstoff dieses Nieder- 
schlages gibt den Purinbasen-Stickstoff an. Gefunden wurden, 
ausgedriickt in Kubikzentimetern 4/10 N-Siiure, folgende Zahlen : 

1. Nach Kriiger-Wulff in 100 Harn 22,61 eem: in 
300 com demnach 67,83 ccm. 

2. Harnsiure in 300 Harn 52,37 cem; mit Hinzurechnung 
der Korrektur fiir in 75 cem Filtrat in Lésung gebliebene 
Harnsiiure 53,27 ccm Basenstickstoff, im Filtrate von der 
Harnsiiure = 4,29 cem. Nach Kriiger-Wulff sind in 300 
Harn Basenstickstoff gefunden 67,83 — 53,27 = 14,56 ccm, im 

') Diese Zeitschr., Bd. XXXII, S. 104 (1901). 
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Filtrate von der Harnsiiure nur 4,29 com = 29,8 °/o vom ersteren 
Wert. Demnach sind 70,5°/o des nach Kriiger-Wulff er- 
mittelten Stickstoffes ber den mit dem = ersten Kupfernieder- 
schlage vorgenommenen Manipulationen zerst6rt) worden. 

Gibt mun die zweite Kupferfiillung den richtigen Purin- 
bhasen-Stickstoff an, oder enthalt sie immer noch fremde stick- 
stoffhaltige Beimengungen, oder gibt sie zu niedere Werte an? 
Letzteres wiirde dafiir sprechen, dafi die Purinbasen selbst auf 
dem Wege bis zur zweiten Kupferfiillang zum Teil zerstort werden, 

Wie verhalten sich die Purinbasen gegen Siuren, Alkali 
und Braunstein? Durch Siiuren wird der Stickstoff aller Purin- 
korper vollstiindig als Ammoniak und Amidosiuren abgespalten : 
jedoch geschieht dies nur durch starke Siiuren, wie konzentrierte 
Salzsiiure oder konzentrierte) Schwefelsiiure, welche mit dem 
doppelten Volumen Wasser verdiinnt ist, und bei mehrstiindigem 
Erhitzen unter Druck auf ‘Temperaturen, welche weit tiber 100° 
liegen. Beim Kindampfen auf dem Wasserbade dagegen und 
ber Anwesenheit so geringer Mengen freier Sauren, wie im 
vorliegenden Falle ist eine Zerst6rung der Basen vollig aus- 
geschlossen., 

Die Einwirkung von Alkalien auf die Purinkorper hat 
KE. Fischer einer eingehenden und systematischen Untersuchung 
unterzogen und gefunden, da’ ihre Bestiindigkeit: mit Zunahme 
der Methylgruppen abnimmt.!) Von den im Harn vorkommenden 
Purinbasen wird demnach das Paraxanthin am meisten unter 
dem Alkali zu leiden haben: von 0,4935 g dieser Base wurden 
bei 15 Stunden langem Erhitzen auf 100° mit 10 ecm N-Kali- 
lauge 32°/o zerstort. Diese anscheinend sehr betriachtliche 
Wirkung des Alkali auf das Paraxanthin ist zweifellos propor- 
tional der Liinge der Zeit und abhingig von der Konzentration 
des Alkali. 

Da nun die Umsetzung des Kupferniederschlages nach 
der Vorschrift. in’ einer Loésung erfolgt, welche héchstens 
O.15—0,20° 9 Natriumsulfid) enthalt, und dieselbe nur einen 
Zeitraum von etwa 1 Minute erfordert, so ist klar, da6h eine 


'! Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 500 (1899). 
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Zur Bestimmung der Harnsiure und Purinbasen im Harn. 11 


Zerstorung auch nur eines geringen Teiles der Basen hierbei nicht 
erfolgen kann, wie auch folgende Versuche beweisen. 

In je 200 com Harn wurden die Harnsiiure und Basen 
durch Kupfersulfat und Bisulfit gefiillt: dann wurden die aus- 
vewaschenen Niederschliige einmal durch Schwefelwasserstolfgas 
in saurer LOsung, der andere durch Natriumsulfid zersetzt. 
Beide Filtrate wurden bei saurer Reaktion eingedamptt und 
nach Entfernung der Harnsiiure in der oben angedeuteten Weise 
die Basen wiederum durch Kupfersulfat und Bisulfit) gefallt. 
Die in der Tabelle angegebenen Zahlen bedeuten die Anzahl der 
nach Kjeldahl verbrauchten Kubikzentimeter ?/10-Normalsiiure. 


Harn Na,S 
1. 3.75 cem 3.69 cem 
2. 413 » 4,29 » 


Daf endlich auch die Harnsiiure selbst trotz hiiufiger 
gegenteiliger Behauptungen nicht beim Erhitzen mit Natrium- 
sulfid zersetzt wird, beweist die festgestellte Ubereinstimmung 
in den Resultaten der Salkowskischen und der Ludwigschen 
Methoden. 

Ks bleibt noch tibrig, den Einfluf des Braunsteins auf 
die Purinbasen zu ermitteln. Da® Harnsiiure beim Erhitzen mit 
Braunstein in essigsaurer Lésung vollstiindig in das durch 
Kupfersulfat +--+ Bisulfit nicht mehr fallbare Allantoin tibergefiihrt 
werden kann, dai ferner Adenin bei gleicher Behandlung nicht 
angegriffen wird, somit eine quantitative Bestimmung des Adenins 
neben Harnsiéure moglich ist, ist schon friiher bewiesen worden.) 
Die tbrigen Purinbasen erweisen sich nun in gleichem Mabe 
widerstandsfihig gegeniiber der Oxydation mit Braunstein. 

Vor den diesbeziiglichen Resultaten miégen die Versuche 
erwahnt werden, durch welche festgestellt wurde, welcher Zeit- 
raum der Erhitzung und welche Temperatur zur ZerstOrung der 
geringen bei unserer Methode in Betracht kommenden Harn- 
sduremenge genitgt. 

Es wurden je 10 mg Harnsiure in 100 cem H,O mit 
ccm 10°/oiger Essigsiure und 10 ccm einer Aufschwemmung 
von MnQ, in Wasser (deren Herstellung s. Methode) zum Sieden 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 317 (1896), 
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erhitzt. Nach Beendigung der Oxydation wurde der etwa vor- 
handene Rest der Harnsiure durch Kupfersulfat und Bisulfit 
ausgefiillt. Es zeigte sich nun, dah in diesem Filterriickstand 
niemals N nachzuweisen, somit also die Harnsiiure stets voll-— 
stiindig in Allantoin tibergefiihrt war, gleichgiiltig ob ihre Lésung 
mit MnO, 3 oder 1 Minute im Sieden erhalten wurde oder 
ob nach dem Erhitzen bis zum Siedepunkt die Flamme entfernt 
wurde und nunmehr der Braunstein eine Minute lang einwirkte. 

Von Basen wurde neben Xanthin Heteroxanthin und Para- 
xanthin, von denen der geringste Widerstand gegen oxydierende 
Mittel vorausgesetzt werden konnte, der Einwirkung des MnO, 
unterworfen. Ihre LOsungen, deren Gehalt an Basen-N durch 
eine Cu-Fiillung bestimmt wurde, wurden gleichfalls mit 1—3 eem 
Essigsiiure und 10 Braunsteinlésung eine Minute lang in 
lebhaftem Sieden erhalten und dann mit Kupfersulfat und Natrium- 
bisulfit gefiillt. Die Zahlen der Tabelle geben den N-Gehalt der 
Fiillung in 4/10 N-Siiure an. 


Cu-Fallung vor der nach Oxydation mit 
Base Oxydation MnO, (1 Min.) 
Xanthin 5,29 ccm 5,36; 5,20; 5,31 com 
Heteroxanthin 4,97 » 4,69 ccm 
Paraxanthin 4,52 
> » 938 » 


Die Abweichungen beider Zahlenreihen liegen innerhalb der 
Versuchsfehlergrenzen. 


Vergleich der Kupfer- und Silberfallung,. 


1. 600 cem Harn mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit ge- 
fiillt: dann mit Natriumsulfid zersetzt und eingedampft. Filtrat 
mit NH, alkalisch, mit Essigsaéure schwach sauer gemacht und 
mit MnO, oxydiert; mit Natriumkarbonat und Natronlauge ver- 
setzt und auf 200 verdiinnt, davon 2 mal je 100 ecm abfiltriert. 

a) mit CuSO, + Bisulfit gefillt, verbraucht 4,65 ccm 

b) mit ammoniakalischer Silberlésung gefallt, verbrauch! 
4,75 cem. 

2. dieselbe Versuchsanordnung : 

a) mit CuSO, + Bisulfit gefallt, verbraucht 7,89 cem 

b) mit ammoniakalischer Silberlésung gefallt, verbraucht 
7,70 com. 
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3. Je 600 cem Harn: 

a) Fillung mit CuSO, -+ Bisulfit (wie o.). Die Fillung der 
Basen mit CuSO, + Bisulfit: verbraucht 4,95 ccm. 

Fallung der Basen mit Ag,O: verbraucht 5,00 ccm. 

b) Fallung mit ammoniakalischer Silberlésung. Die Fillung 
der Basen mit CuSO, +- Bisulfit: verbraucht 5,05 ccm. 

Fallung der Basen mit Ag,O: verbraucht 4,86 ccm. 

t. Je 600 ccm Harn: 


a) Fillung mit CuSO, -+ Bisulfit. Fiillung der Basen mit 
Ag,O-Lésung: verbraucht 4,42 ccm. 

Fallung der Basen mit CuSO,: verbraucht 4,88 ccm. 

b) Fallung mit ammoniakalischer Silberlésung. Fallung 
der Basen mit Ag,O-Lésung: verbraucht 4,55 ccm. 

Fallung der Basen mit CuSO,: verbraucht 4,69 ccm. 

Die Analysen, denen noch mehrere mit gleichem Resultat 
angereiht werden kénnten, ergeben, dab jede Kombination beider 
Methoden ohne Beeintrichtigung des Resultates modglich ist. 

Damit glauben wir geniigend Beweise erbracht zu haben 
tiir die Sicherheit, mit der das Kupferverfahren eine vollsténdige 
Ausfiillung der Purinkérper verbiirgt. Es gebiihrt dem Kupfer- 
reagens, welches durch die miblungene Kriiger-Wulffsche 
Methode in Miikredit gekommen war, ein ebenbirtiger Platz 
neben dem Silberreagens. Diesem gegeniiber ist es sogar tiber- 
legen in der Schnelligkeit, mit der die Niederschlage entstehen 
und weiter verarbeitet werden konnen. 

Da die Ausfiihrung unserer Methode bereits durch die 
Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. Thierfelder in dem von 
ihm neubearbeiteten Hoppe-Seylerschen Lehrbuch Aufnahme 
fand, glauben wir an dieser Stelle auf eine detaillierte Wieder- 
gabe verzichten zu diirfen. 


of 


Die Menge und Herkunft der Purinkérper in den 
menschlichen Faeces. 


I]. Mitteilung. 
Von 


Martin Kriiger und Alfred Schittenhelm. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1905.) 


In unserer ersten!) Mitteilung tiber die Purinkorper der 
menschlichen Faeces hatten wir den Nachweis liefern konnen, 
dafs auber den von Weintraud in den Faeces gefundenen 
Purinbasen Guanin, Hypoxanthin und Xanthin auch Adenin 
darin in betrachtlichen Mengen vorkommt und in unserem Fall 
mit Guanin zusammen bei weitem die Hauptmasse des Basen- 
gemisches ausmachte. 

Da iiber die Menge der tiglich mit dem Kot ausgeschie- 
denen Basen eigene Untersuchungen noch nicht vorlagen, so 
hatten wir uns begniigt, die diesbeziiglichen Angaben von W ein- 
traud und Petrén mitzuteilen, welche aber so stark von 
einander abweichen, dai eine Nachpriifung ihrer Angaben durch- 
aus erforderlich war. Wir hatten die Erklérung ihrer auffallenden 
Unterschiede in der Anwendung verschiedener, zur Bestimmung 
der Basen dienender Methoden gesucht; hiernach sollte W ein- 
traud mit der Kupfermethode zu hohe, Petrén dagegen bei 
Benutzung der Silbermethode zu niedere Werte erhalten haben. 

Daf die Petrénschen Zahlen nicht die tatsachlich vor- 
handenen Mengen an Basen angeben kénnen, hat schon unser 
zum qualitativen Nachweis der einzeinen Basen angestellter 
Versuch ergeben, bei welchem eine grobere Menge derselben 
in reinem Zustande isoliert wurde, als nach Petrén im Hochst- 
falle tiberhaupt vorkommen sollte. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 5S. 153. 
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Nach Durchsicht der Petrénschen Originalarbeiten !) 
miissen wir leider bekennen, dali wir auf Grund der von ihm 
angewendeten Methode seinen quantitativen Werten eine Be- 
deutung tiberhaupt nicht beimessen konnen. Denn Petrén be- 
stiitigt ja nur, ohne ein Abhilfsmittel angeben zu konnen, die 
Schwierigkeiten und Fehler, welche allen Autoren, die sich mit 
der Silbermethode bei Isolierung von Basen aus Organextrakten 
beschiftigt haben, aufgefallen sind. 

Es mag gestattet sein, hier etwas niiher auf das Petrénsche 
Verfahren einzugehen: Er kocht zuniichst nach W eintraudscher 
Vorschrift die Faeces mit verdiinnter Schwefelsiiure aus, neu- 
tralisiert genau mit Baryt. Dann aber wird das Filtrat | mit 
Ammoniak schwach alkalisch gemacht und mit ammoniakalischer 
Silberldsung versetzt. «Hier bot», sagt Petrén weiter,?) «die 
Technik zuweilen einige Schwierigkeiten dar, indem die Silber- 
fillung nicht immer sogleich erfolgte. Als Ursache dazu habe 


ich das — von mir wenigstens zuweilen in diesen Fiillen nach- 
gewiesene — Vorhandensein einer geringen Menge von Eiweil 


in der Fliissigkeit angenommen: Kossel hat niimlich ange- 
geben, dab Eiweif das Ausfillen der Silbernitratverbindung des 
Hypoxanthins verhindert. Um in diesen Fiillen die Silberfallung 
hervorzurufen, habe ich es geeignet gefunden, in der Weise 
zu verfahren, dab ich SalmiaklOsung hinzugesetzt und die so 
entstehende Chlorsilberfillung durch vorsichtiges Hinzufiigen 
von Ammoniak wieder gelOdst habe, wonach die Xanthinsilber- 
nitratfallung zuriickgeblieben ist». 

Hiernach ist Petrén die Tatsache, dali Eiweibkérper die 
lillung der Silberverbindungen verhindern, bekannt. Will man 
nun deren schadlichen Einflufi beseitigen, so ist doch klar, dah 
dies nur durch Entfernen der Eiweifkorper selbst geschehen 
kann. Kossel koaguliert sie daher unseres Wissens durch Zu- 
satz von Alkohol, Petrén findet es geeignet, in der beschriebenen 
Weise zu verfahren. Ja, glaubt den Petrén, durch Zusatz von 
Salmiak und Ammoniak die EiweifSkorper beseitigen zu kénnen ? 


') Skandinav. Arch, f. Physiol. 1898, Bd. VIII, 5. 315 und 1899, 
Bd. IX, S. 412. 
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Und wenn es ihm auch nun gelingt, durch den Niederschlag 
von Chlorsilber einen Teil der Silberverbindungen mit nieder- 
zureiben, womit ist denn bewiesen, dai nunmehr die Fiillung 
der Basen eine vollstiindige und somit der Einflub der Eiweil- 
kOrper aufgehoben ist? Versuche sind aber in dieser Richtung 
von Petrén nicht gemacht worden. 

Doch kehren wir zum Petrénschen Verfahren zuriick, 
Auf Seite 321 sagt er weiter: «Um das Vorhandensein yon 
Xanthinbasen in gallenfreien Faeces weiter zu bestitigen, legte 
ich bei einem Hunde eine Gallentistel an. Bei den Analysen 
(drei verschiedenen) der von ihm bekommenen Faeces gelang 
es mir aber?!) nicht, eine Alloxursilberfaillung hervorzuruten. 
Das Schwefelsiureextrakt der Faeces hatte einen nicht ganz 
unbedeutenden Gehalt an Eiweii: vielleicht kOnnte dies die 
Ursache sein, dafi ich keine Fallung bekam. Ich wage also 
nicht zu schlieben, keine Nanthinbasen hier vorhanden 
waren, besonders wenn ich dies Resultat mit den positiven 
Ergebnissen meiner Untersuchungen von gallenfreien Faeces bei 
Menschen zusammenstelle. » 

Die Tatsache, daB Petrén selbst seiner Methode kein 
rechtes Vertrauen entgegenbringt, charakterisiert den Wert der- 
selben wohl hinlanglich. *) 

Es ist tiberhaupt bemerkenswert, dab, wie oft auch schon 
der stOrende Einfluj der Eiweibkoérper und Nucleinstofie aut 
die Abscheidung der Purinkorper durch ammoniakalische Silber- 
ldsung hervorgehoben worden ist, immer noch Arbeiten publi- 
ziert werden, in denen unter souveriiner Verachtung der er- 
withnten Tatsache an interessierte Leser, bei denen man doch 
auch eine teilweise Kenntnis der einschlagigen Literatur voraus- 

Verf. schreibt statt «aber» «doch». 

Kimge neuere Arbeiten, welche nach Niederschrift der vor- 
legenden Mitteilung publiziert wurden (Galdi, Walker Hall u. a.) habe 
ich in einer inzwischen erschienenen Publikation «Die Purinkérper der 
Faeces nebst Untersuchungen tiber die Purinbasen der Darmwand, ce! 
Galle und des Pankreassaftes», Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1904, Bd. LAXNANT. 
s. 423. welche eine Fortsetzung und Erweiterung unserer gemeinsamnen 


Versuche brachte, ausfihrlich beriicksichtigt und kann daher aut 


infugen derselben an dieser Stelle verzichten A. Sch 
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-etzen darf, das Verlangen gestellt wird, die mit der Silber- 
methode erhaltenen Bestimmungen der Purinkérper fiir quan- 
‘itativ. zu halten. 

Wie gro} der schiidliche Einflub der Eiweibkorper auf 
die Silberfallung ist, dariiber kann man sich leicht Aufschlub 
yerschaffen, wenn man z. B. zu einer 1°/oigen Peptonlosung 
eine bestimmte Menge einer Purinbase setzt und nunmehr mit 
ammoniakalischer Silbe “sung fiillt. Der geringe, sich schwer 
absetzende Niederschla, cvigt ohne weiteres an, dali von einer 
vollstiindigen Fillung keine Rede sein kann. Zu je 100 cem 
einer 1°%oigen Lésung von Wittes Pepton wurden je 15 g 
Adenin gesetzt und dann die Fiillungen mit je 20 ccm einer 
3° oigen ammoniakalischen Silberlésung ausgefiihrt. Die nach 
stiindigem Stehen abfiltrierten Niederschlage enthielten ihrem 
Stickstoffgehalte nach in dem einen Falle 1,7 g¢ Adenin, in dem 
anderen 1,3 ¢. Demnach ist im Mittel aus 2 Versuchen nur 
der zehnte Teil des Adenins wiedererhalten worden. 

Gerade die Peptone und Albumosen sind ja aber in grober 
Menge in den Extrakten der mit Siiuren aufgeschlossenen Organe 
zu erwarten. Wenn diese Eiweibkorper nun so. starker 
Weise, wie das obige Beispiel zeigt, die Fallung der Purin- 
korper als Silberverbindungen beeinflussen, so kann man sich 
ungefiihr ein Bild machen, wie zuverlissige Zahlen die Silber- 
fullung in eiweiBhaltigen Losungen bisher geliefert hat. Anderer- 
seits aber hat die vergleichende Untersuchung der Wirksam- 
keit des Kupfer-- und Silberreagens ergeben, dafi die Peptone 
ind Albumosen die Fallung der Purinkorper als Kupferoxydul- 
verbindungen nicht verhindern, wohl aber dal ein Teil dieser 
Liweibkérper (in Ubereinstimmung mit den bisherigen” Er- 
‘ahrungen) dem Kupferniederschlage beigemengt wird. 

Welchen Weg wird man aun zur Ermittelung der Basenmenge 
inOrganen und in Faeces einschlagen ? Dariiber, dali die Organe 
und Faeces zuniichst mit Siiuren aufzuschlieben und aus den 
Filtraten die koagulierbaren Eiweifikorper durch Kochsalz und 
Ussigsiiure, durch Baryt oder auf irgend einem anderen Wege 
entfernen sind, herrscht wohl keine Meinungsverschiedenheit. 
es nun, auch den Rest der Eiweibkorper, die nicht 
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Und wenn es ihm auch nun gelingt, durch den Niederschlag 
von Chlorsilber einen Teil der Silberverbindungen mit nieder- 
zureifen, womit ist denn bewiesen, daf nunmehr die Fallung 
der Basen eine vollstandige und somit der Einfluf der Eiweil- 
korper aufgehoben ist? Versuche sind aber in dieser Richtung 
von Petrén nicht gemacht worden. 

Doch kehren wir zum Petrénschen Verfahren zuriick. 
Auf Seite 321 sagt er weiter: «Um das Vorhandensein von 
Xanthinbasen in gallenfreien Faeces weiter zu bestitigen, legte 
ich bei einem Hunde eine Gallenfistel an. Bei den Analysen 
(drei verschiedenen) der von ihm bekommenen Faeces gelang 
es mir aber!) nicht, eine Alloxursilberfallung hervorzurufen. 
Das Schwefelsaéureextrakt der Faeces hatte einen nicht ganz 
unbedeutenden Gehalt an Eiweib:; vielleicht kénnte dies die 
Ursache sein, dafi ich keine Fallung bekam. Ich wage also 
nicht zu schlieBen, daf keine Xanthinbasen hier vorhanden 
waren, besonders wenn ich dies Resultat mit den positiven 
Ergebnissen meiner Untersuchungen von gallenfreien Faeces bei 
Menschen zusammenstelle. » 

Die Tatsache, daB Petrén selbst seiner Methode kein 
rechtes Vertrauen entgegenbringt, charakterisiert den Wert der- 
selben wohl hinlanglich. °) 

Es ist tiberhaupt bemerkenswert, dal, wie oft auch schon 
der st6rende EinfluB der Eiweiikérper und Nucleinstofie auf 
die Abscheidung der Purinkérper durch ammoniakalische Silber- 
lésung hervorgehoben worden ist, immer noch Arbeiten publi- 
ziert werden, in denen unter souveriiner Verachtung der er- 
wiihnten Tatsache an interessierte Leser, bei denen man doch 
auch eine teilweise Kenntnis der einschlagigen Literatur voraus- 


Verf. schreibt statt «aber» «doch». 

*) Kinige neuere Arbeiten, welche nach Niederschrift der vor- 
liegenden Mitteilung publiziert wurden (Galdi, Walker Hall u. a.), habe 
ich in einer inzwischen erschienenen Publikation «Die Purinkérper der 
Faeces nebst Untersuchungen iiber die Purinbasen der Darmwand, der 
Galle und des Pankreassaftes», Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1904, Bd. LXXXI, 
S. 423, welche eine Fortsetzung und Erweiterung unserer gemeinsamen 
Versuche brachte, ausfiihrlich beriicksichtigt und kann daher auf ein 
Einfiigen derselben an dieser Stelle verzichten. A. Sch. 
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-etzen darf, das Verlangen gestellt wird, die mit der Silber- 
methode erhaltenen Bestimmungen der Purinkérper fiir quan- 
titativ zu halten. 

Wie groB der schadliche Einfluf der Eiweibkorper aut 
die Silberfallung ist, dariiber kann man sich leicht Aufsehluf 
verschaffen, wenn man z. b. zu einer 1°/oigen PeptonlOsung 
eine bestimmte Menge einer Purinbase setzt und nunmehr mit 
ammoniakalischer Silberlésung fiillt. Der geringe, sich schwer 
absetzende Niederschlag zeigt ohne weiteres an, dal} von einer 
vollstiindigen Fillung keine Rede sein kann. Zu je 100 cem 
einer 1°/oigen Lésung von Wittes Pepton wurden je 15 g 
Adenin gesetzt und dann die Fiallungen mit je 20 ccm einer 
3°/oigen ammoniakalischen Silberldsung ausgefiihrt. Die nach 
2 stiindigem Stehen abfiltrierten Niederschlige enthielten ihrem 
Stickstoffgehalte nach in dem einen Falle 1,7 g Adenin, in dem 
anderen 1,3 g. Demnach ist im Mittel aus 2 Versuchen nur 
der zehnte Teil des Adenins wiedererhalten worden. 

Gerade die Peptone und Albumosen sind ja aber in grober 
Menge in den Extrakten der mit Sauren aufgeschlossenen Organe 
zu erwarten. Wenn diese Eiweibkérper nun in starker 
Weise, wie das obige Beispiel zeigt, die Fillung der Purin- 
korper als Silberverbindungen beeinflussen, so kann man sich 
ungefiihr ein Bild machen, wie zuverliassige Zahlen die Silber- 
fallung in eiweibhaltigen Losungen bisher geliefert hat. Anderer- 
seits aber hat die vergleichende Untersuchung der Wirksam- 
keit des Kupfer-- und Silberreagens ergeben, dali die Peptone 
und Albumosen die Failung der Purinkorper als Kupferoxydul- 
verbindungen nicht verhindern, wohl aber daf ein Teil dieser 
EiweiBkérper (in Ubereinstimmung mit den bisherigen Er- 
lahrungen) dem Kupferniederschlage beigemengt wird. 

Welchen Weg wird man nun zur Ermittelung der Basenmenge 
inOrganen und in Faeces einschlagen ? Dariiber, dali die Organe 
und Faeces zuniichst mit Siiuren aufzuschlieben und aus den 
Filtraten die koagulierbaren EiweiBkorper durch Kochsalz und 
Essigsiiure, durch Baryt oder auf irgend einem anderen Wege 
zu entfernen sind, herrscht wohl keine Meinungsverschiedenheit. 
Gelainge es nun, auch den Rest der Eiweifikérper, die nicht 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLV. 2 
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koagulierbaren, durch ein Reagens von unzweifelhafter und 
durchsichtiger Wirkungsweise aus den Extrakten zu entfernen, 
so stiinde der Anwendung der Silberfillung nichts im Wege. 
Aber bei Durchsicht der, zahlreichen Eiweibreagentien ergibt 
sich stets das Unmdgliche eines solchen Verfahrens. Entweder 
werden die erwéhnten Eiweifkérper nicht vollstiindig gefiillt 
oder die Purinkérper werden mit niedergerissen. Demnach bleibt 
kein anderer Ausweg, als die Purinkorper zuniichst mit dem 
Kupferreagens zu fallen, die Menge der Beimengungen an Eiweil- 
kérpern im Niederschlage zu ermitteln und weiterhin einen Weg 
zu finden, wie diese Beimengungen zu entfernen sind. 

Erwigt man nun, dab bei der Kupferfillung stets nur 
ein Teil der noch vorhandenen Kiweifkérper mitgefallt wird, 
so liegt der Gedanke nahe, zu priifen, ob nicht — nach vorher- 
gehender Isolierung der Basen und Eiweifkorper aus dem Nieder- 
schlage — bei einer nochmaligen Kupferfallung der Kupfer- 
niederschlag frei von EiweiBkérpern erhalten wird, oder ob eine 
an zweiter Stelle angewendete Silberfiillung den richtigen Wert 
liefert. Wir vermuten somit, daf eine kombinierte Kupfer- 
Kupfer- oder Kupfer-Silbermethode zum Ziele fiihren wird. 

Zur Priifung dieser Frage wurden die folgenden Versuche 
ausgefiihrte : 

Der Kot von einem Tage wurde nach Weintraud mil 
verdiinnter Schwefelsiiure gekocht, die schwefelsaure Lisung 
mit Barythydrat genau neutralisiert, abfiltriert und der Nieder- 
schlag gut ausgewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden 
vereinigt und gemessen. In je 500 cem der Fliissigkeit wurden 
dann die Basen mit Kupfersulfat und Bisulfit gefallt und der 
Stickstoffgehalt des Niederschlages nach Kjeldahl ermittelt. 
Ks wurden in 2 Bestimmungen 0,0372 g und 0,0398 g, im 
Mittel 0,0885 ¢ gefunden. Dieser Stickstoff ist nach Wein- 
traud als Stickstoff der Purinbasen anzusehen. 

Zur Bestimmung der Beimengungen an Eiweifikorpern 
wurde der aus einer weiteren Portion von 500 ccm Kotextrakt 
erhaltene Kupferniederschlag durch Natriumsulfid zersetzt. Aus 
dem Filtrate wurden nach dem Verjagen des Schwefelwasser- 
stoffes die Basen nochmals mit Kupfersulfat und Bisulfit gefaillt. 
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Der gut ausgewasehene Niederschlag enthielt nun noch 0,0288 g 
Stickstoff. Da durch die Operationen, welche zwischen der 
ersten und zweiten Kupferfiillung ausgefiihrt wurden, eine Zer- 
storung von Purinkorpern nicht stattfindet, worauf ebenfalls in 
der noch mitzuteilenden Arbeit naher eingegangen werden soll, 
so kommt die Differenz im Stickstoffgehalte der beiden Kupfer- 
faillungen allein auf das Konto der Beimengungen. 

Ob nun endlich die zweite Kupferfillung den richtigen 
Wert fiir Purinbasenstickstoff angibt oder ob immer noch Ver- 
unreinigungen vorhanden sind, dariiber kann nur ein Vergleich 
mit der Silberfallung AufschluB geben. Eine vierte Portion 
des Kotextraktes von 500 cem wurde daher zuniichst in der- 
selben Weise verarbeitet, wie in Versuch 3 angegeben, dann 
aber die zweite Fallung mit ammoniakalischer Silberlésung aus- 
vefiihrt. Gefunden wurden 0,0279 g Stickstoff. 

Aus dem vorliegenden Versuche geht mit Sicherheit hervor: 

1. Dab die direkte Kupferfiillung, wie sie von Weintraud 
zur Bestimmung des Basenstickstoffes ausgefiihrt wird, zu hohe 
Werte ergibt. Nach Wetutraud sind bei unserem Versuche 


im Mittel gefunden 0,0385 g Stickstoff, nach dem kombinierten_ 


Kupfer-Silberverfahren 0,0279 g. Die Zahlen stehen im Ver- 
hiiltnis von 139 : 100: 

2. dai die von Petrén erhaltenen Werte hinter den tat- 
sichlichen um ein betrichtliches zuriickstehen. Die von uns 
untersuchte Tagesmenge an Kot enthielt nicht weniger als 
0,186 g Basenstickstoff, was 0,36 g Adenin entspricht. Bei Um- 
rechnung des Stickstoffes in Basen auf Grund der von uns 
gefundenen Zusammensetzung des Kotbasengemisches wiirde 
selbstverstandlich ein noch hoherer Wert als 0,36 g heraus- 
kommen. Nach Petrén enthiilt aber die Tagesmenge des Kotes 
im Hochstfalle nur 0,1 g Basen. 

Bei den ersten Versuchen der Basenbestimmung im Kote 
(s. 0.) sind nach der Kupfer-Kupfermethode 0,0288 g N, nach 
der Kupfer-Silbermethode 0,0279 g N gefunden worden. In Uber- 
einsummung mit diesem Resultate ergab eine weitere ver- 
zleichende Untersuchung der beiden kombinierten Verfahren (s. u.) 
im Mittel aus 15 Doppelanalysen ein Plus von 0,18 cem !/10 N- 
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Siure zugunsten der Kupfer-Kupfermethode. Die Annahme, 
diese Differenz immer noch das Vorhandensein §geringer 
Verunreinigungen in der zweiten Kupferfallung anzeigt, erscheint 
aus dem Grunde nicht plausibel, weil sonst unverstiindlich 
bliebe, weshalb niemals grofere Unterschiede gefunden werden, 
sondern stets nur dieselben innerhalb enger Grenzen liegenden 
Werte, obwohl doch die zu den einzelnen Versuchen verwandten 
Fakalmassen natiirlich im Gewichte starke Schwankungen 
zeigten. Nach unserer Ansicht kommt in der genannten Differenz 
vielmehr die anerkannte Uberlegenheit der Kupferfillung iiber 
die Silberfallung zum Ausdruck. 

In der nachfolgenden Tabelle ist der Basenstickstoff in Kubik- 
zentimeter !/10 N-Séure (nach Kjeldahl verbraucht) ausgedriickt. 


Basen-N in Faeces verschiedener Herkunft: 


Cu-Cu-Methode Cu-Ag-Methode 

12.74 ccm 12,74 cem 
» 7,30 » 

10.12 » 10.11 » 
3,00 » 3,32 
257 » 2 » 
4.60 » 4,80 » 
446» 4,29 >» 
940 » 9,11 > 
L400 1.20 » 
6.70 » 6,35 

10,70» 11,— » 
8,53; 841 com 8,28 » 
7.36 cem 7,22 >» 
3.43 > 3,43 >» 
2.68 » 2,31 » 
2,11 >» 2,06 » 


Es mag noch erwiihnt werden, daB im Laufe dieser Ver- 
suche noch manche Verbesserungen an der Methode gemacht 
wurden, sodaB in Zukunft eine noch groSere Ubereinstimmung 
zu erwarten ist. 

Nach den vorliegenden Versuchen eignen sich beide kom- 
binierten Methoden zur Bestimmung der Basen. Wenn wir 
trotzdem dem Kupfer-Silberverfahren einstweilen den Vorzug 
geben, so geschieht es in der Erwigung, dai bei demselben 
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zwei verschiedene Fiallungsmittel fiir Basen zur Anwendung 
kommen, von denen jedes die Fehlerquellen des anderen aus- 
schlieBt. Sollten jedoch auch weitere Versuche die Gleich- 
wertigkeit beider Methoden ergeben, so wiire die Kupfer-Kupfer- 
methode ihrer Einfachheit wegen vorzuziehen. 


Methode zur Bestimmung der Purinbasen im Kote. 


Die Methode der Basenbestimmung, wie sie endgiiltig von 
uns angewendet wurde, ist folgende: 

Der Kot wird zunachst nach Angabe von Weintraud durch 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure aufgeschlossen. Zu dem 
Zwecke erhitzt man denselben je nach seiner Menge mit 1—2 
Liter Wasser, dem 10—20 cem konzentrierter Schwefelsiure 
zugefiigt sind, mehrere Stunden iiber freiem Feuer. Die weitere 
Verarbeitung der schwefelsauren Losung geschah aber nicht 
nach der schon oben erwiihnten Vorschrift von Weintraud, 
obwohl dieselbe ein klares, verhiltnismiibig wenig gefiirbtes 
Filtrat liefert; denn das Auswaschen des voluminésen Baryt- 
niederschlages erhoht die Filtratmengen, sodafi ein Eindampfen 
derselben vor der Basenfallung notig wird. 

Die schwefelsaure LOsung wurde vielmehr mit Natronlauge 
deutlich alkalisch gemacht, dann mit 10, resp. 20 ccm Eisessig 
sauer gemacht und kurze Zeit auf dem Wasserbad erhitzt. 
(leichzeitig wurden zur Ausfillung des Kalkes 5, resp. 10 g 
Qxalsiure hinzugegeben. Nach dem Erkalten der Fliissigkeit 
wurde dieselbe auf ein bestimmtes Volumen, 1500, resp. 3000 ccm, 
aufgefiillt, durch ein trockenes Faltenfilter vom kérnigflockigen, 
sich leicht absetzenden Niederschlag abfiltriert und ein ge- 
messener Teil des Filtrates zur Basenbestimmung verwendet. 
In den Fallen jedoch, wo der Niederschlag sehr grofs erscheint, 
empfiehlt sich auch hier ein Auswaschen, indem man denselben 
mit heigfem Wasser vom Filter spritzt, was leicht vonstatten 
geht, und noch einmal mit Natriumacetat und essigsiiurehaltigem 
Wasser digeriert. Die vereinigten Filtrate brauchen nicht ein- 
gedampft zu werden; man nimmt nur fiir die weitere Be- 
handlung entsprechend gréBere Mengen in Arbeit. 
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Kin gemessener Teil des essigsauren Filtrates, mindestens 
900 cem, wird in einem Rundkolben zunachst mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht, dann gibt man pro 100 ccm je 
10 com. kiiufliche, 40°/oige Natriumbisulfitlbsung hinzu und er- 
hitzt zum Sieden. Die heibe Fliissigkeit versetzt man weiterhin 
pro 100 cem mit je 10 cem 10°/oiger Kupfersulfatl6sung und 
erhilt sie noch wenigstens drei Minuten im Sieden. Der 
flockige Niederschlag wird sofort durch ein Faltenfilter abfiltriert, 
mit heifem Wasser ausgewaschen, und mdglichst bald, um ein 
Antrocknen desselben auf dem Filter zu verhtiten, mit heifem 
Wasser in den Fiillungskolben zuriickgespritzt. Man kann auch 
zweckmiibig den Niederschlag mitsamt dem Filter in den Kolben 
zurickbringen; durch kriftiges Schiitteln des Kolbeninhaltes 
mit Wasser wird dann der Kupferniederschlag so fein verteilt, 
dal die zersetzenden Mittel, Schwefelwasserstoff resp. Natrium- 
sulfid, um so besser einwirken konnen. In jedem Falle wird 
die den Niederschlag enthaltende Fliissigkeit zum Sieden erhitzt, 
dann gibt man von einer aus 1°/oiger Natronlauge hergestellten 
Natriumsulfidldsung so viel hinzu, bis ein Tropfen der Fliissig- 
keit Bleiacetatpapier deutlich braun farbt. Die Wirkung des 
Natriumsulfids wird durch ein mehrere Minuten fortgesetztes 
Sieden unterstiitzt: dann sauert man mit 10°/oiger Essigsiiure 
an, setzt das Sieden fort, bis das Kupfersulfid sich leicht in 
Flocken zusammenbaillt und die tiberstehende Fliissigkeit mOglichst 
klar ist.!) Nachdem der Niederschlag von Kupfersulfid durch 
ein Saugtilter abfiltriert und mit heiBbem Wasser ausgewaschen 


') An anderer Stelle (Arch. f. klin. Med., Bd. LXXXI, S. 428) habe 
ich angegeben, dafs im Notfall, wenn die tiberstehende Fliissigkeit absolut 
nicht klar werden will, ein Zusatz einiger Kubikzentimeter einer ge- 
siittigten Aluminiumacetatlisung, wie es Wiener im Arch f. exp. Pathol. 
und Pharmakol., 1899, Bd. XLII, S$. 373 angibt, an Stelle des Ans&uerns mit 
Essigsiiure in jedem Falle eine Kliérung derselben erméglicht. Man muf 
allerdings bei dieser Modifikation, wie darauf hinzielende, unter meiner 
Leitung von Herrn Dr. Ritter angestellte Versuche ergeben haben, auf 
Verluste gefaft sein. Zur moéglichsten Vermeidung derselben ist es not- 
wendig, sich nicht mit dem einfachen Auswaschen des volumindésen 
Niederschlags zu begniigen, sondern an Stelle desselben ein mehrmaliges 
Auskochen zu setzen. A. Sch. 
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st. dampft man das Filtrat unter Zusatz von 10 com 10°/oiger 
Salzsiiure bis zur Trockne ein. Der Riickstand wird, um die 
Basen wieder in Losung zu bringen, mit 3 cem Salzsiiure und 
eftwas Wasser auf dem Wasserbade digeriert. 

Nach dem Erkalten filtriert man von dem geringen, aus 
Schwefel und braunen, humusartigen Flocken bestehenden Riick- 
stand ab und wiischt ihh mehrmals mit Wasser aus. In dem 
Filtrate, welches etwa 80 ccm betriigt, konnen die Basen mit 
Hilfe der Kupfer- oder Silberfiillung bestimmt werden. Die 
Fillungen geschehen in derselben Weise, wie es von dem einen 
von uns (Kriiger) in Gemeinschaft mit J. Schmid beschrieben 
ist (vergleiche Hoppe-Sevyler-Thierfelder, Handbuch der 
physiologisch- und pathologischchemischen Analyse, 7. Auflage, 
S. 456, 2a und b),!) nur dab hier bei Abwesenheit von Harn- 
-iiure die Oxvdation derselben mit Braunstein essigsaurer 
Losung weegfallt. 


1. Fiillung mit dem Kupferreagens. 


Das Filtrat wird zum Sieden erhitzt, mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und mit 10 ecm Natriumbisulfitlbsung an- 
cesiiuert. Dann fiigt man 5—10 ccm 10°/oige Kupfersulfatlosung 
hinzu, erhiilt die Fliissigkeit noch 3 Minuten im Sieden, filtriert 
durch ein Faltenfilter aus schwedischem Papier von.J. H. Munkte ll 
Nr. 1, wiischt den Niederschlag mit heifem Wasser aus und 
bestimmt den Stickstoffgehalt desselben nach Kjeldahl. 


2. Fillung mit dem Silberreagens. 


Nas Filtrat wird mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, 
mit 10 ammoniakalischer SilberlOsung und 20 ccm 10°/oigem 
Ammoniak versetzt. Um das Absitzen und Auswaschen des 
voluminésen Silberniederschlages zu begiinstigen, erzeugt man 
vleichzeitig in der Fliissigkeit einen Niederschlag von Magnesium- 
ammoniumphosphat durch Hinzufigen von 10 ecm 6°/oiger 
Hinatriumphosphatlésung und 5 cem = der tiblichen Magnesia- 


‘, [The Methode ist in der vorstehenden Mitteilung von M. Kriiger 
ind J. Schmid des niiheren ausgefiihrt. 
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Kin gemessener Teil des essivsauren Filtrates., mindestens 
com. wird in einem Rundkolben zuniichst mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht, dann gibt man pro 100 cem je 
lO com kitufhiehe, 40° cige Natriumbisulfitlbsung und er- 
hitzt zum Sieden. Die heibe Fliissigkeit versetzt man weiterhin 
pro 100 cem mit je LO cem 10° Kupfersulfatlosung und 
erhiilt sie noch wenigstens drei Minuten im Sieden. Der 
flockige Niederschlag wird sofort durch ein Faltenfilter abfiltriert, 
mit heibem Wasser ausgewaschen, und moglichst bald, um ein 
Antrocknen desselben auf dem Filter zu verhtiten, mit heibem 
Wasser in den Fiillungskolben zuriickgespritzt. Man kann auch 
zweckmibig den Niederschlag mitsamt dem Filter in den Kolben 
zuriickbringen; durch kriiftiges Schiitteln des Kolbeninhaltes 
mit Wasser wird dann der Kupferniederschlag so fein verteilt, 
dal} die zersetzenden Mittel, Schwefelwasserstoff resp. Natrium- 
sulfid, um so besser einwirken kOnnen. In jedem Falle wird 
die den Niedersehlag enthaltende Fliissigkeit zum Sieden erhitzt, 
dann gibt man von einer aus 1°/oiger Natronlauge hergestellten 
Natriumsulfidl6sung so viel hinzu, bis ein Tropfen der Fliissig- 
keit Bleiacetatpapier deutlich braun farbt. Die Wirkung des 
Natriumsulfids wird durch ein mehrere Minuten fortgesetztes 
Sieden unterstiitzt: dann sauert man mit 10°/oiger Essigsiiure 
an, setzt das Sieden fort, bis das Kupfersulfid sich leicht in 
Flocken zusammenballt und die iiberstehende Fliissigkeit mOglichst 
klar ist.4) Nachdem der Niederschlag von Kupfersulfid durch 
ein Saugfilter abfiltriert und mit heibem Wasser ausgewaschen 


') An anderer Stelle (Arch. f. klin. Med., Bd. LXXXI, S. 428) habe 
ich angegeben, dafi im Notfall, wenn die tiberstehende Fliissigkeit absolut 
nicht klar werden will, ein Zusatz einiger Kubikzentimeter einer ge- 
sittigten Aluminiumacetatlisung, wie es Wiener im Arch f. exp. Pathol. 
und Pharmakol., 1899, Bd. XLII, $. 373 angibt, an Stelle des Anséuerns mit 
Essigsiiure in jedem Falle eine Klérung derselben erméglicht. Man muf 
allerdings bei dieser Modifikation, wie darauf hinzielende, unter meiner 
Leitung von Herrn Dr. Ritter angestellte Versuche ergeben haben, auf 
Verluste gefaft sein. Zur méglichsten Vermeidung derselben ist es not- 
wendig, sich nicht mit dem einfachen Auswaschen des voluminéser 
Niederschlags zu begniigen, sondern an Stelle desselben ein mehrmaliges 
Auskochen zu setzen. A. Sch. 
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dumplt man das Filtrat unter Zusatz von tO cem 10 
~ zsiure bis zur Trockne ein. Der Riiekstand wird, um die 
Basen wieder in Losung zu bringen, mit & cem Salzsiture und 
Wasser auf dem Wasserbade digeriert. 

Nach dem Erkalten filtriert man von dem = geringen, aus 
Schwefel und braunen, humusartigen Flocken bestehenden Riiek- 
-tand ab und wascht ihn mehrmals mit Wasser aus. In dem 
Filtrate, welches etwa SO cem betriigt, kOnnen die Basen mit 
Hite der Kupfer- oder Silberfiillung bestimmt werden. Die 
Fillungen geschehen in derselben Weise, wie es von dem einen 
von uns (Kriger) in Gemeinschaft mit J. Schmid beschrieben 
st (vergleiche Hoppe-Seviler-Thierfelder, Handbuch der 
physiologisch- und pathologischchemischen Analyse, 7. Auflage, 
s. 456, 2a und bj?) nur dai hier bei Abwesenheit von Harn- 
-iure die Oxydation derselben mit Braunstein in’ essigsaurer 
Losung weegfallt. 


1. Fillung mit dem Kupferreagens. 


Das Filtrat wird zum Sieden erhitzt. mit Ammoniak schwach 
aikalisch gemacht und mit 10 ccm Natriumbisulfitlbsung an- 
sesiiuert. Dann fiigt man 5—10 ccm 10°/oige Kupfersulfatlosung 
hinzu, erhilt die Fliissigkeit noch 3 Minuten im Sieden, filtriert 
durch ein Faltenfilter aus schwedischem Papier von.J. H. Munktell 
Nr. 1, wascht den Niederschlag mit heifem Wasser aus und 
bestimmt den Stickstoffgehalt desselben nach Kjeldahl. 


2. Fallung mit dem Silberreagens. 


Das Filtrat wird mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht, 
mit 10 cem ammoniakalisecher Silberlésung und 20 cem 10° oigem 
Ammoniak versetzt. Um das Absitzen und Auswaschen des 
voluminésen Silberniederschlages zu begiinstigen, erzeugt man 
“elchzeitig in der Fliissigkeit einen Niederschlag von Magnesium- 
ammoniumphosphat durch Hinzuliigen von 10 ccm 6°/oiger 
Jinatriumphosphatlésung und 5 cem der tiblichen Magnesia- 


Die Methode ist in der vorstehenden Mitteilung von M. Kriiger 


nd J. Schmid des niiheren ausgefiihrt. 
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mischung. Nach zweistiindigem Stehen filtriert man den Nieder- 
schlag ab, wiischt ihn mit Wasser moglichst ammoniaktrei, 
spritzt ihn mit heiBem Wasser in einen Rundkolben und ver- 
treibt das Ammoniak durch Kochen unter Zusatz von Magnesia etc. 
Endlich wird in der riickstiindigen Fliissigkeit eine N-Bestimm- 
ung nach Kjeldah! ausgefiihrt. Es empfiehlt sich hier, beim 
Kindampfen der mit Schwefelsiiure versetzten Fliissigkeit etwas 
Talkum zur Verhiitung des StoBens hinzuzufiigen. 

Wie oben erwiihnt, fiillt man gleichzeitig mit den Eiweili- 
kOrpern aus dem Faecesextrakt den Kalk durch Zugabe von 
5—10 g Oxalsiiure aus. Bei Anwesenheit von Kalk wiirde 
sonst der Kupferfiillung schwefligsaurer Kalk beigemengt sein, 
der spiiterhin durch Zersetzung grofer Mengen von Natrium- 
sulfid, Ausscheidung von Kalksalzen ete. sich unangenehm_ be- 
merkbar machen wiirde. Nun zeigt aber bei Gegenwart von 
Oxalsiure die Kupferfiillung ein ganz anderes Aussehen. Der 
Niederschlag fiirbt sich schwerer braun und die Fliissigkeit 
nimmt eine auffallende dunkelblaugriine Farbung an. Die Ver- 
mutung, daf Oxalsiiure die Fillung zu einer nicht quantitativen 
machen koénnte, wurde jedoch nicht  bestiitigt. Eine Losung 
der 4 Nucleinbasen, welche in 50 eem 6,02 cem 410 N-Siiure 
entsprechend Stickstoff enthielt, wurde in 2 Portionen zu je 
50 cem mit Kupfersulfat und Bisulfit bei Gegenwart von je 1 ¢g 
Oxalsiiure behandelt. Die Erscheinungen bei der Fallung waren 
die oben beschriebenen. Die Niederschlige enthielten Stick- 
stofl, 6,05 und 6,01 cém entsprechend. Bei 2 Silberfallungen, 
ebenfalls in Gegenwart von je 1 g Oxalsiiure, wurden erhalten 
5,97 und 6,00 cem. Dieselben Versuche wurden mit den L6sungen 
der einzelnen Nucleinbasen ausgefiihrt und ergaben gleichfalls 
quantitative Resultate. 

In der mitgeteilten Tabelle der Analysenzahlen befinden 
sich eine Reihe kleiner, von acholischen Stithlen herrithrender 
Werte. Es ist wohl selbstverstiindlich, dafi man in solchen 
Fiillen den Auszug aus der Tagesmenge an Kot besser nur 
in 2 Teile teilt. 


L 
: 
me's 
q 
4 
‘ 
| 
| 
3 
a 
> 
| 
| 
> 
| 
| 
4 


Die Menge und Herkunft der Purinkérper in den Faeces. Ib 29 


Die Herkunft der Purinkorper in den Faeces. ') 


Nachdem Weintraud die Nahrung als Quelle der Purin- 
korper des Kotes durch seine Untersuchungen ausgeschlossen 
hat, kommt er zu dem Schlusse, dab dieselben von der Darm- 
wand und den grofben, in den Darm miindenden Driisen  her- 
stammen. Da auch der gallenarme Stuhl eines Gelbsiichtigen 
die Basen enthielt, so kommt jedenfalls die Galle nicht als 
einzige Bezugsquelle in Betracht. Ja, Petrén findet weder in 
der Galle (wenigstens beim Rinde), noch in dem = darin = ent- 
haltenen Nucleoalbumin Purinbasen und schlieBt somit die Galle 
iiberhaupt aus. Da aber Petrén seine Resultate mit dem oben 
erwihnten nicht quantitativen Verfahren erhalten hat, so be- 
diirfen seine Angaben einer Nachpriifung. Wir haben aber mit 
unserer. kombinierten Methode eleichfalls weder in der Galle 
des Rindes, noch in der des Menschen Purinbasen finden konnen 
und miissen uns somit der Ansicht von Petrén, dab mit der 
Galle keine Purinbasen in den Darm ausgeschieden werden, 
anschheben,. 

Wie steht nun hiermit die Tatsache im Einklang, da in 
gallenfreien Stithlen die Menge der Basen auferordentlich gering 
ist?) So wurden in 2 Fiillen folgende Resullate erhalten: 


') Zu diesem Teile der Untersuchungen verweise ich nochmals auf 
meine inzwischen publizierte, schon oben erwiihnte ausfiihrliche Mitteilung 
im Arch. f. klin. Med.. Bd. LXXXI. Ich bemerke an dieser Stelle nur, 
daf’ auf Grund meiner Versuche in Ubereinstimmung mit denen Walker 
Halls (A Contribution to the Knowledge of the Purin Bodies of Human 
Faeces in Health and Disease. The Journal of Patholog. and Bacteriol... 
March 1904) die Nahrungspurine fiir die Zusammensetzung der Faeces 
in mancherlei Hinsicht einen wesentlichen Faktor bilden, wenn sie auch 
andererseits bei Magen-Darmgesunden unter einer gemischten, an 
Purinkérpern (wie z. B. bei Genuf von Kalbsbries) nicht iiberreichen Kost 
als Quelle der Kotpurine wegfallen. Sodann ist auch auf die von C. Tollens 
und mir (Untersuchungen tiber den quantitativen Anteil der Bakterien 
an Stickstoff und Purinbasen der Faeces. Zentralbl. f. inner. Med., 1904) 
mzwischen gefundene Tatsache Riicksicht zu nehmen, dafi von den Kot- 
purinen bis zu 25°/o ihre Herkunft den in den Darmbakterien enthaltenen 
PurinkGrpern verdanken kénnen. A. Sch 
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leterus. hepat. Herr N. 


|. Tayeskot 00279 Basen-N Patient hat tiglhich 
2? » reichlichen farblosen 
> , > Kot, 


lcterus. Herr Gr. 
Kot vom Tag 0.0765 ¢ Basen-N. Kot leicht braun gefiirbt. 
> Kot v6llig entfarbt. 


Der Basen-N-Gehalt der Tagesmenge an Kot schwankt 
ber dem ersten Patienten von 0.0205 ¢ bis 00279 Besonders 
lechrreich ist der zweite Fall: Tier enthalt der Kot des ersten 
Tages ber Anwesenheit von geringen Mengen an Gallenbestand- 
noch 0.0765 ¢ Basen-N, am niichsten Tage aber enthiélt 
dew vollig entfirbte Kot nur noch O,O108 g. Die Verstopfung 
des Gallenganges erniedrigh also den Basengehalt des Kotes in 
auffallender Weise, aber nicht deshalb, weil mit dem Abschluf 
der Gallenzufuhr eine Quelle der Basen verschwindet. Wenn 
wus den angefiihrten Griinden als Quelle der Kotbasen nur 
noch die Darmschleimhaut und das Pankreas in Betracht kommen, 
sooist der Beweis dafiir bisher nur in indirekter Weise erbracht 
worden, dsofern als andere Bezugsquellen, wie Nahrung und 
(ialle, ausgeschlossen worden sind. Ein direkter Beweis aber, 
dab die Kotbasen, wenigstens zum groBeren Teil, ihre Existenz 
nur der sekretorischen Tiitigkeit von Organen verdanken konnen, 
ist durch die qualitative und quantitative Zusammensetzung des 
Basengemisches gegeben.  Dasselbe enthilt, wie wir der 
ersten Mitteilung gezeigt haben, alle 4 Nucleinbasen in solcher 
Verteilung, dab Guanin und Adenin bei weitem die Hauptmenge 
ausmachen. Genau derselbe Befund wurde von uns bei der 
Untersuchung von Organen gemacht. Leber, Milz, Pankreas 
vom Rind, Kalbsthymus und nach vorliiufiger Untersuchung auch 
die Darmsehleimhaut des Rindes enthalten gleichfalls aile 4 
Nucleinbasen, vorherrschend aueh hier Guanin und Adenin. In 
einer aus Muskelfleisch, Fett. und Kohlehydraten bestehenden 
Nahrung andererseits kommt eigentlich nur das Hypoxanthin 
in Betracht und es miibte somit, wenn die Purinbasen— der 
Nehrung und des Kotes in niiherer Beziehung standen, vor- 
nehmlich die letztere Base gefunden werden. Da dies aber 
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nicht der Fall ist, vielmehr die quantitative Verteilung der 
ejnzeinen Purinbasen in dem in den Faeces gefundenen Gemisch 
demjenigen am allernachsten steht, das in den Organen von 
uns gefunden wurde, so ergibt sich daraus klar und = deutlich, 
da} die hauptsiichliche Quelle derselben wohl in diesen selbst 
resp. deren Sekreten zu suchen ist. Nach Ausschlul der Leber, 
die ja mit der Galle keine Basen liefert, kommen aber vornelhm- 
ich nur Darm und Pankreas in Betracht, welche somit den 
eroberen Teil der Purinbasen des Kotes liefern diirften. 

', Dieses Resultat ist durch meine spiiteren Untersuchungen (1. ¢. 
vollauf bestaétigt worden. Doch stammen die Purinkérper, welche der 
farm liefert, nicht nur aus seinen Sekreten, sondern der grOfere Teil 
verdankt wohl seine Herkunft der bestiindigen mechanischen Abschilferung 
seiner Oberen Epithellage, deren Quantitét je nach der Zusammensetzung 
der Nahrung und damit der Qualitét der Nahrungsschlacken wechselt. 
Grobe vegetarische Kost reift mechanisch mehr Epithelien mit, wie die 
reiziosere Eiweif- und Fettkost und es diirfte daher auch die Vermutung 
zulreffen, daf§ wenigstens eine Ursache des geringen Basengehaltes vom 
acholischen Stuhl darin legt, daf§ dessen hoher Gehalt an Fett, welches 
alle unebenen und dadurch die Darmwand mechanisch  lidierenden 
Nahrungsschlacken mit einer schiitzenden Hille umgibt, ein schonenderes 
Durchtreten des Kotes durch den Darm veranlaft. Der dadurch bedingte 
Austfall der Darmwandepithelien bedingt dann natiirich ein Absinken 
der Gesamtbasenmenge des Kotes. A. Sch. 
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Beitrage zur Kenntnis der Pankreassekretion beim Menschen. 


Von 


Alexander Ellinger und cand. med. Max Cohn. 


(Aus dem Universitatslaboratorium fiir medizinische Chemie und experimentello 
Pharmakologie zu Konigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1905.) 


Die Untersuchungen der Pawlowschen Schule, namentlich 
die von Wassilief,!) A. A. Walter?) und Lintwarew?) 
haben gezeigt, dab die Menge des sezernierten Pankreassaftes 
und seine quantitative Zusammensetzung hinsichtlich des Ferment- 
gehalts bei Hunden eine weitgehende Abhangigkeit von der den 
Versuchstieren zugefiihrten Nahrung zeigt. Diese Errungenschaft 
der Pawlowschen Methodik ist unbestritten, wenn auch die 
Anschauung Pawlows,*) welcher in der Arbeit der Bauch- 
speicheldriise eine ausgesprochene Zweckmiabigkeit sieht, nicht 
allseitig anerkannt und namentlich von Popielski®) lebhaft be- 
kiimptt wird. Die fiir die menschliche Physiologie wie Pathologie 
gleich wichtige Frage, ob eine soleche Abhiingigkeit auch fiir die 
Absonderung der menschlichen Bauchspeicheldriise besteht und 
ob sie iihnlichen Gesetzen folgt wie beim Hunde, ist, soweit uns 
bekannt geworden ist, bisher noch nicht gepriift. Die Griinde 
dafiir legen nahe genug. Erst vor wenig mehr als einem Jahr 
ist ein menschliches Pankreassekret der physiologisch-chemischen 
Analyse zugiinglich geworden, welches mit grObter Wahrschein- 
lichkeit als normal angesehen werden darf (Glaefner).°) Was 

') Archives des sciences biolog. St. Petersburg, Bd. II, S. 219 (1893). 

*) Ebenda, Bd. VII, S. 1 (1899). 

Zitiert nach Biochem. Zentralbl, Bd. S. 201. 

J. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 
898, vel. namentlich Kap. II. 

°) Zentralbl. f. Physiologie, Bd. XVII, S. 65 (1903). 

® Diese Zeitschrift, Bd. XL. S. 465. 
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yorher von menschlichen Pankreasabsonderungen chemisch unter- 
eucht wurde, war nicht aus dem Ductus Wirsungianus einer 
intukten Driise abgeflossen, sondern stammte aus Pankreas- 
fisteln nach Verletzungen oder Erkrankungen des Organs oder 
aus Pankreascysten. 

Aus der Untersuchung solcher Sekrete irgend welche 
Schliisse auf normale Verhiltnisse zu ziehen, war unzulissig, 
solange ein Vergleich mit normalem Pankreassaft unmdoglich 
war. Nachdem nunmehr dureh Glaefners Arbeit eine — 
freilich noch recht schmale — Grundlage geschaffen ist, darf 
man es eher wagen, auch die Absonderungen der oben ge- 
nannten Fisteln fiir physiologische Fragen zu verwerten, voraus- 
gesetzt, dal die chemische Zusammensetzung jener Sekrete mit 
dem normalen Ubereinstimmung zeigt. Schon die bis jetzt 
vorliegenden Literaturangaben rechtfertigen nun die Behauptung, 
dali auch nach der Operation von Pankreascysten Fistelsekrete 
vorkommen, welche der genannten Anforderung geniigen. Die 
vriindlichste quantitative Untersuchung solcher Sekrete ver- 
danken wir O. Schumm,?) welcher auch die friher bearbeiteten 
Fille zusammengestellt und besprochen hat. Wie Glaebner 
selbst in einer Vergleichstabelle zeigt, ergibt sich fiir die Zu- 
<ummensetzung des von ihm untersuchten Pankreassaftes und 
der von Schumm analysierten Sekrete in vielen Punkten gute 
Ubereinstimmung. 

Auf Grund dieser Tatsachen schien es uns nicht wertlos, 
das Sekret einer menschlichen Pankreasfistel nach Cysten- 
operation auf seinen Gehalt an Fermenten bei verschiedener 
Diat zu untersuchen, nachdem wir uns durch die Analyse tiber- 
zeugt hatten, dab es dem normalen Pankreassaft und dem von 
Schumm untersuchten Sekrete hinreichend iihnlich war. Die Ge- 
legenheit zu liingerer Beobachtung von stark sezernierenden 
Pankreasfisteln diirfte nicht allzu hiiufig sein. Deshalb glaubten 
wir das kasuistische Material verOffentlichen zu sollen, obwohl 
wir uns der Unvollkommenheit unserer Beobachtungen wohl be- 
wut sind. Vielleicht konnen spitere Beobachter, die mit einem 
ahnlichen Versuchsplan und mit gleicher oder besserer Me- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. S. 292. 
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thodik arbeiten, unsere Beobachtungen zum Ausbau der Lehre 
von der Aufgabe, welche der pankreatischen Verdauung beim 
Menschen zukommt, verwerten. 

Der Fall, tiber welchen wir berichten, stammt aus der 
chirurgischen Abteilung der stiidtischen Krankenanstalt zu Konigs- 
berg 1. Pr. Wir sprechen dem dirigierenden Arzt derselben, 
Herr Professor O. Samter, sowie seinen Assistenten fiir dic 
liebenswiirdige Unterstiitzung, die sie unsern Untersuchungen 
zuteil werden lieben, unsern verbindlichsten Dank aus. Herr 
Professor O. Samter wird tiber den auch klinisch interessanten 
Verlauf der Krankheit an anderer Stelle selbst berichten. Hier 
seien nur kurz folgende Daten der Krankengeschichte wieder- 
gegeben, die fiir die Beurteilung der Verwertung des Patienten 
zum physiologischen Versuche uns von Bedeutung erscheinen: 


Fr.. 20 Jahre alt, Telegrammbesteller, fuhr am 23. IV. 04 auf dem 
Fahrrad gegen Wagendeichsel, so er in die regio epigastrica 
vestofen wurde. Aim 25. IV. Aufnahme. Schmerzen, Meteorismus, objektis 
sonst nichts nachzuweisen. Bettruhe. Im Laufe der vierten Woche bildete 
sich cine perkutorisch und palpatorisch nachweisbare Bauchgeschwuls! 
im Bereich des Epigastriams und linken Hypochondriums aus, welche, 
wie die am 2. Junt vorgenominene Laparotomie ergab, eine in der Bursa 
omentalis gelegene Cyste darstellte. An der Hinterwand derselben lag 
das Pankreas, welches auf einer zweiten cystischen Geschwulst schwamu. 
Diese wolblte sich nach oben gegen das Omentum minus vor. Beide 
Cysten wurden, da bet der Operation eine Kommunikation zwischen 
ihnen sich nicht auffinden lief, selbstiindig erdffnet. Die Einniihung der 
Cysten in die Bauchwand erfolgte so, daf} die tiefere Cyste konzentriscl 
innerhalb der oberfliichlichen angenaht wurde. Mittels eines Drainrohrs 
wurde die sezernierte Fliissigkeit nach aufen geleitet. 

Die Heilung erfolgte im Laufe von etwa einem halben Jahre. 
Entlassung am 26. Xl. 04. — Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, ver- 
minderte sich am 4. VI. die Sekretion und stockte einige Tage vollsténdiz. 
Am %. VI. setzte die Absonderung wieder ein, sank am 22. VII. wieder 
sehr stark ab, um dann dauernd zu versiegen. 

Der Saft wurde an den Versuchstagen in sterilen Gefifen auf- 
eefangen, sonst wurde Ofters nur ein wenig Chloroform in die Vorlage 
gebracht. Er war fast ausnahmslos wasserklar und enthielt nur zuweilen 
kleine Fibringerinnsel oder Blutspuren. 


Die vom Tage der ersten Untersuchung an abgesonderten 
Fliissigkeitsmengen waren die folgenden: 
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Tabelle 


Datum Datum Saftmenge Datum 

21—22. VI. 400 VIL) 220 
22,23. VI, 400 (20 Stunden) 15.—16. VIL 60 
23.24. VI | VIL | 16.—17. VIL) 185 
24.—25. VI. | 306 (42 Stunden) | 17.—18. VII.| 185 
(42 Stunden) | 6.—9. VII. 19 —21. VIL 
27.—28. VI. | 445 9.—10. VII. 385 (40Stunden) 
8-29. VI 10.11. 400 21.22. VI), 
29.30. VI. | 327 | 11—12. vit] 165 Stunden) 


Anm.: Wenn bei dem Datum nichts Besonderes bemerkt ist, so 
isi die Saftmenge innerhalb 2% Stunden ausgeschieden. Die Sternchen * 
hezeichnen Versuchstage. 


Chemische Zusammensetzung des Sekrets. 


Von dem am 22.—-23. VI. (1) und am 19.—21. VIL. cp 
ubvesonderten Saft wurde der Trockenriickstand und der Ge- 
saumtstickstoff, von Saft | auBerdem Globulin und Albumin ge- 
trennt, von Saft Il das koagulierbare Eiweib, sowie die in Al- 
kohol l6shichen und unloslichen Bestandteile bestimmt. Die 
angewandten Methoden waren die von Glaefner. Die Er- 
vebnisse finden sich in der folgenden Tabelle, welcher die 
entsprechenden Werte aus den Arbeiten von Schumm und 
Giaefiner beigegeben sind. 


Tabelle II. 


Schumm GlaehnerGlaebnet 
In 100 Teilen ‘Portion I Portion IL, | 
Portion Portion a) Portion b 


Wasser... . 98,8618 98,7386 98,4551 | 98,7292 | 98,7516 


Trockenriickstand 1,1882) 1.2614 1,5449 12708 | 1.2494 
N-Gehalt. 0,084 | 0.0765 0.0804 0.0983 | 0.0842 
Koaguliertes Eiweifs — | 0,1374} 0,099 O17 44 | 01276 
In Alkohol léslich. — 00,4240) 0.5611 05080 | 04216 
Globulin. 004968 — | 00655-00410 
Albumin... . 0,0218 — 


Spez. Gewicht . 1.008 1.008 1,0098 100748 100755 
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Wihrend also dte quantitative Zusammensetzung des Saftes 
in bezug auf die in der Tabelle angegebenen bestandteile eine 
weitgehende, wenn auch keineswegs vollstiindige Ubereinstim- 
mung mit den Untersuchungsobjekten) von Schumm und 
GlaeBner zeigte, ergab die Priifung auf die Fermente, dai} 
nur in qualitativer Beziehung sich unser Saft wie der von 
Glaefners Fall verhielt, dali aber die Starke der Ferment- 
wirkung geringer war. 

Das proteolytische Ferment war niemals vorgebildet 
im Sekret vorhanden, sondern iiuBerte seine Wirkung. stetls 
nur nach Zusatz von Enterokinaselésung.!) Wir benutzten ein 
unter Chloroform- und Toluolzusatz bereitetes Extrakt aus 
menschlicher Jejunumschleimhaut mit 0,2°/oiger Salzsiiure, 
welches nach 24stiindigem Stehen filtriert war. Zur quanti- 
tativen Bestimmung wurden die Mettschen Rohren. stets in 
ein Gemenge im Verhiltnis von 2 cem Saft, 1 cem Ninase- 
losung und 2 Tropfen Sodaldsung gebracht und die Liinge der 
verdauten Kiweibsiiulen mittels Okularmikrometer nach 24Stunden 
abgelesen. Der beobachtete Maximalwert betrug 6,4 mm, wiihrend 
GlaeBner 10 mm fand, wobei allerdings in Betracht zu ziehen 
ist, da} GlaeBner, welcher als KinaselOsung einen offenbar 
sehr wirksamen Darmprefsaft benutzte, das Pankreassekret fast 
unverdiinnt einwirken lieb. 

Das diastatische Ferment wurde bei den Versuchen 
mit verschiedener Diit nach der Methode von Walter?) be- 
stimmt, welcher den Mettschen Eiweibrohren nachgebildete, 
mit gefiirbtem Stiirkekleister gefiillte RoOhrchen benutzte. Wir 
richteten uns bei der Herstellung der Réhrchen genau nach 
Walters Vorschrift, nur wurde der Stirkekleister etwas diinner 
genommen (1,5 auf 25 ccm Wasser). Die Linge der verdiinnten 


') Das Fehlen fertig gebildeten Trypsins habe ich inzwischen auch 
in zwel weiteren Fiéllen konstatieren kénnen; einmal in einer Pankreas- 
cyste, das andere Mal in dem sehr sparlichen Sekrete nach einer Nalit 
des Pankreas, welche mit dem besten Erfolge nach einer Zerreifiung des 
Organs ausgefiihrt war. Beide Untersuchungsobjekte verdanke ich de: 
Freundlichkeit des Herrn Geh. Rats Prof. Garre. Ellinger. 


*) Be. 
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Suirkesiule wurde nach 11/4 Stunde abgelesen. Um einen Ver- 
gleich auch mit den Werten Glaefners zu haben, wurde in 
einem Falle die Verzuckerung eines 3°/oigen Stirkekleisters 
peobachtet. Nach einstiindiger Einwirkung waren etwa 1,5 g 
Maltose gebildet (polarimetrische Bestimmung des in starkem 
Alkohol lOshichen Teils des Reaktionsprodukts und Invertierung 
der LOsung mit Salzséure, abermalige polarimetrische Bestimmung 
des gebildeten Traubenzuckers). 

Auch zur bestimmung des fettspaltenden Ferments 
hiellen wir uns in der Hauptsache an Walters?!) Vorschriften. 
Nur wurde zur Filtration ®/so-KOH-LOsung benutzt. Die in den 
Tabellen angegebenen Werte sind stets durch Abzug der bei 
einem blinden Versuch mit gekochtem Saft verbrauchten An- 
zalil Kubikzentimeter von den tatsichlich verbrauchten ge- 
wonnen. Vergleichsbestimmungen zu den Werten von Glaebner 
unter Einhaltung der von ihm gewahlten Bedingungen zeigten, 
da} durch unsern Saft nur etwa 10—15°/o Olsiiure gebildet 
wurden, gegen 24—30°/» in seinem Falle. 


Die Alkaleszenz des Saftes war im niichternen Zustand 
ungefiihr die gleiche wie bei GlaeBner: 10 com Saft wurden 
durch 0,8 cem ™/20-Schwefelsiiure neutralisiert bei Anwendung 
von Phenolphtalein als Indikator (GlaeBner: 1 ccm), aber auch 
inden Stunden nach der Nahrungsaufnahme ging die Alkaleszenz 
nur bis zum Verbrauch von 1 ccm "™/20-Schwefelsiiure in die 
Hohe, wiihrend sie bei GlaeBner bis aufs Fiinffache des Niichtern- 
wertes stieg. Ein héherer Verbrauch als 1,6 ccm ®/20-Schwefel- 
sure wurde in keinem Falle beobachtet. Bei Anwendung von 
Methylorange als Indikator stellten sich die Alkaleszenzwerte 
sehr tihnlich denjenigen von Schumm. 

Wir lassen nunmehr in tabellarischer Ubersicht die Be- 
vbachtungen folgen, welche an dem Patienten nach Verabreichung 
verschiedener Kost erhoben wurden. Das Verhalten der Fistel 
war leider unsern Bemiihungen insofern ungiinstig, als am 
6. Juli ziemlich unvermittelt die Sekretion versiegte, und vom 
“. Juli an, als sie wieder eingesetzt hatte, weit unregelmabiger 
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und im ganzen geringer wurde als vorher. Dadurch wurde die 
Ausfiihrung unseres Versuchsplans, moglichst vergleichbare 
Werte der Sekretionsgr6fe und des Fermentgehalts bei ge- 
mischter Kost sowie bei vorwiegender Fleisch-, Fett- oder Stirke- 
diiit zu erhalten, stark beeintriichtigt. Vergleichbar sind hochstens 
die Resultate der beiden ersten und der beiden letzten Ver- 
suche unter sich. Wir sahen davon ab, wie Walter in seinen 
Hundeversuchen, das Regime so zu wiihlen, dah stets die gleiche 
Stickstoffmenge einverleibt wurde, weil wir glaubten, dah bei 
unsrer Versuchsanordnung die von Pawlow angenommene 
Zweckmibigkeit der Fermentproduktion deutlicher zum Aus- 
druck kommen mubte. 


Tabelle IIL. 
Versuch I. (Gemischte Kost: 100 g Beefsteak, 300 g Milch, 4 Zwieback. 


Stiind- | Proteolytisches | Diastatisches | Fettspaltendes 


re srinent Ferment erment 
liche 
Zeit Saft- Verdaute Fer- Verdaute Fer- aes | Bic. 
Kiweil- | Stirke- 
menge ment- ccm | ment- 
siiule | siule | 
in in mm in mm menze 
64 22) 324) 20 | 2561 19.0 | 2810 
Niichtern | 
| siz9] 18 [1150] 17,8 | 11242 
Q25— 1 (25 21,5 
1025—] 125 28,5 6.3 800.8 18 | 923 21,7 | 13421 
| 
58 | 19 | 736] 225 | 10327 
1225— 125 6,4 
Sumine fiir 844 | 280,9 — | 34990 
5 Stunden | 


') Die Fermentmenge ist nach Pawlows Vorgang berechnet als 
Produkt von Saftmenge >< Quadrat der Millimeter Eiweif- oder Stirke- 
siiule bezw.  Quadrat der Kubikzentimeter verbrauchter Kalilauge. 

2) Aus jiuferen Griinden muften Gfters bei einem Versuch die 
Saftmengen von 2 Stunden zur Untersuchung auf Fermente vereinig! 
werden. 
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Versuch II. 


Tabelle 


IV. 
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(Fettkost: ‘2 1 Sahne und ca. 50 g Butter.) 


Stiind- | Proteolytisches] Diastatisches | Fettspaltendes 
liche Ferment Ferment Ferment 
Zeit Saft- |Verdaute) poy. [Verdaute Per | Ver- Fer- 
Kiweib- | Stiirke- | brauchte 
in cem in mm |™Mengel in mm in | Menge 
30. Juni 73 34 20 | 292] 166 2011 
(Niichtern) 
| 
930 | 7 | 
9 110 | 1615] 1,85 | 81,7] 11,1 | 2944 
430 — ] (30 12,9 | 
| 
1()30— 1180 18.0 2,8 | 142,1 15 | 405 10,6 | 2022 
| | 
| 18 | 544] 123 | 2548 
{230— 1380 7.8 | 
In 5 Stunden} 58,7 (26,1 | 176.6 7507 
Tabelle V. 
Versuch III. (Fleischkost: 250 g {roh gewogen] Beefsteak.) 
Stiind- | Proteolytisches | Diastatisches | Fettspaltendes 
Rohs Ferment Ferment Ferment 
Zeit Saft. Verdaute Fer- |Verdaute) Fer |] Ver- | Fer- 
Eiweib- | Stirke- | brauchte 
in eem | in mm | Menge] in mm | Menge} jn cem | Menge 
4 j | 
Juli 6,0 05 | 151 18 | 194] 08()| 38 
[240140 [vor dom Bssen | | 
| 
40240 | 
es 3,0 43 | 360,5 1,6 49,9 11,8 2714 
240340 | 165 | 
340 — 440 8.5 44 1646 11 | 103] 5,7 | 276 
440 540 15.5 3,8 | 223,8 15 | 34,9 7,2 | 803 
40 — G40 90 25 56,3 1.5 20,3 79 | 
In 5 Stunden} 52,5 — | 800,2 — 1154 = | 4355 


3” 


q 
q 
: 
3 


36 


Alexander Ellinger und Max Cohn, 


Tabelle VI. 


Versuch IV. 


(Starkekost: Griitze aus 40—A0 g 


Hafermehl.) 


Stiind-] Proteolytisches [| Diastatisches Fettspaltendes 
liche Ferment Ferment Ferment 
Zeit Saft- [Verdaute [Verdaute Per- ver | Pes. 
situle siiule | n/so-KOH, EM! 
In in mm | Menge in mm | Menge] in cem | Menge 
16. Juli’) | | 
g30— 930 | 16 4.0) 25.6 21 | 71 7 80 102.4 
| | 
G30 — 1980 6,5 £3 120,2 15 | 14,6 84 4584 
100-110 | 40] 34 427 15 | 90 | 84 
1130— 1230 3,0 3,5 36,8 19 | 10,8 | 16,4%)(?) 8467 
In 4 Stunden] 15,1 — | 228.8 — | 41,5 — 1689.9 
FiirdStunden| |_| | — | — attas 
berechnet 


In der folgenden Tabelle sind die Resultate siimtlicher 
Versuche zu einer Ubersicht vereinigt, wie sie sich auch in der 
Arbeit von Walter fiir dessen Versuche findet. Fiir jedes Fer- 
ment ist in der rechten Spalte die wahrend 5 Stunden insgesami 
abgesonderte Fermentmenge, in der linken Spalte der berechnete 
Durchschnittswert fiir die verdauten Eiweif- und Stiirkesiiulen 
bezw. fiir die verbrauchte Kalilauge angegeben. 
Tabelle VII. 


Ubersicht der vier Versuche. 


Proteolytisches } Diastatisches | Lipolytisches 

Dist Saft- Ferment Ferment Ferment 
mense}Durch- Ges.- |Durch- Ges.- | Durch-. Ges.- 
schnitt Menge |schnitt Menge | schnitt Menge 
Gemischte Kost .] 84,4 5,23 | 2305,5 1.83 | 280,9 | 20,36 34990 
Fettkost. 58,7 2,69 | 4261 | 1,73 | 176,6 | 11,31 | 7507 
Fleischkost «| 52,5 | 3,92 | 805,2 | 1,48 (115.4 9411 | 4355 
Stirke . ... .] 190 | 3,88 | 2860] 1,66 | 52,0 | 10,54 | 2112.5 


') Beobachtungen an dem im niichternen Zustand vor dem Genul 
der Griitze entleerten Saft muften leider unterbleiben, weil die Sekretion 
vorher fast stockte. 

*) Dieser so sehr abweichende Wert wurde durch Kontrollbestim- 
mungen sicher gestellt. 
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Zum Vergleiche fiigen wir eine entsprechende Ubersicht 
jber drei Versuche von Walter bei. 


Tabelle VIII. 


Ubersicht tiber drei Versuche von Walter am Hunde. 


Proteolytisches Diastatisches | Lipolytisches 
Ferment Ferment Ferment 

Diiit Saftmenge |——— | = 
Durch- Ges.- Ges.- [Durch- Ges.- 
schnitt Menge Jschnitt Menge [schnitt Menge 


Mileh] 46cemin4StJ) 4,75 | 1038 6,12 
250 g Brot 151 » » 8»>] 3,62 | 1971 6,5 | 6880] 23 | 799 
Fleisch [144 > > 4>] 3,25 | 1520 | 4.24 | 2589] 50 | 3600 

Was zuniichst die SekretionsgréfBe angeht, so fillt auf, 
da bel unserm Patienten die Saftmenge nach Stirkenahrung 
besonders gering war, wahrend sie beim Hunde gerade nach 
brotfiitterung den hochsten Wert erreichte; ferner, nach 
gemischter Kost weitaus die grdBte Absonderung  stattfand. 
Ubrigens wird man bei Vergleichen der Resultate am Menschen 
und am Hunde stets zu beachten haben, dai auBerhalb der 
Versuchszeit auch beim Menschen eine recht erhebliche Sekretion 
stattlindet, beim Hunde dagegen fast nichts abgesondert wird. 

Fiir die Frage der Zweckmibigkeit Schliisse aus unsern 
Heobachtungen zu ziehen, halten wir fiir verfriiht. Die Mengen 
des abgesonderten lipolytischen und proteolytischen Ferments 
scheinen dafiir, die des diastatischen Ferments dagegen zu 
-prechen — vorausgesetzt, man tiberhaupt die Versuche 
2—4 in Vergleich setzen darf. Die Untersuchung kiinftiger 
Fille miiBte vor allen Dingen festzustellen suchen, ob iiber- 
haupt eine GesetzmiiBigkeit hier vorliegt, ob auf die gleiche 
Niit stets mit der Absonderung eines qualitativ und quantitativ 
gleichen oder iihnlichen Safts reagiert wird. Weiterhin wire 
der Einflu8 der Magenverdauung auf die Pankreassekretion, 
lamentlich die Wirkung des Eintritts von Salzsiiure in den Diinn- 
darm, woriiber ein orientierender Versuch von Glaefiner schon 
vorliegt, genauer zu analysieren. Die eigenartigen Verhiltnisse 
uuseres Falls verhinderten uns leider, derartige Versuche, welche 
wut unserm Programm standen, auszufiihren. 
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Uber die aus den Keimpflanzen von Vicia sativa und Lupinus albus 
darstellbaren Monoaminosauren. 
Von 
E. Schulze und E. Winterstein. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich,) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1905.) 


Zur Trennung der von E. Schulze und seinen Mitarbeitern 
aus Keimpflanzen dargestellten vier Monoaminosiiuren, niéimlich 
der Aminovaleriansiure, des Leucins, des Phenylalanins 
und des Tyrosins, haben unvollkommene Methoden gedient. 
Das bei Verarbeitung der Pflinzchen erhaltene rohe Amino- 
siiurengemenge wurde zunichst aus einem heifen Gemisch yon 
Alkohol und konzentrierter Ammoniakfliissigkeit umkristallisiert, 
wobei das etwa vorhandene Tyrosin wegen seiner Schwerlis- 
lichkeit in jenem Gemisch gréBtenteils zuriickblieb. Das um- 
kristallisierte Produkt wurde in heibem Wasser geldst, die 
Losung mit Kupferhydroxyd versetzt: bestand nun jenes Produkt 
im wesentlichen aus Phenylalanin und Aminovaleriansiure, 
wie dies in mehreren Fillen zutraf, so schied sich nahezu reines 
Phenylalaninkupfer aus, wiihrend Aminovaleriansiiure mit einem 
Teil des Phenylalanins als Kupferverbindung in der tiefblauen 
Mutterlauge gelist blieb. Die erstere Aminosiiure lief sich rein 
erhalten, indem man die vom Kupfer befreite Mutterlauge ein- 
dunstete und das dabei erhaltene Produkt wiederholt um- 
kristallisierte. Schwieriger war die Trennung, wenn neben 
Phenylalanin und Aminovaleriansiiure Leucin in gréBerer Menge 
sich vorfand, da letzteres teils mit dem Phenylalanin sich als 
Kupferverbindung ausschied, teils mit der Aminovaleriansiéure 
in Lésung blieb. Wie wir in solchem Falle verfuhren, um die 
genannten Aminosiiuren neben einander nachzuweisen, ist 1) 
den friiher publizierten Abhandlungen beschrieben worden: 
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hier sel nur noch erwihnt, daS wir zur Isolierung des Phenyl- 
alanins auch die Fiillbarkeit dieser Aminosadure durch Phosphor- 
volframsaiure benutzt haben. 

Nachdem Emil Fischer?) sein Verfahren zur Trennung 
der Aminosiiuren beschrieben hatte, war es geboten, dasselbe 
auch auf die aus den Keimpflanzen darstellbaren Stoffe solcher 
Art anzuwenden; man durfte hoffen, auf diesem Wege neben 
den bisher aus Pflanzen isolierten Aminosiuren noch einige 
andere Glieder dieser Stoffgruppe nachweisen zu konnen. Wir 
haben jenes Verfahren auf die Aminosiiuren angewendet, die 
sich aus den Keimpflanzen von Vicia sativa und Lupinus albus 
vewinnen lassen. 

Bei Untersuchung dieser Keimpflanzen stellten wir uns 
noch zwei andere Aufgaben. Erstens priiften wir, ob in den 
Piliinzchen auch das von F. Ehrlich?) entdeckte Isoleucin, 
dessen Trennung vom Leucin auf der Loslichkeit seiner Kupfer- 
verbindung in Methylalkohol beruht, sich vorfindet; zweitens 
untersuchten wir die Pflinzchen auf das Vorhandensein von 
Tryptophan. Bekanntlich ist der Nachweis und die Isolierung 
dieses Korpers durch die von Hopkins und Cole’) angegebenen 
Verfahren ermodglicht worden. 

Ehe wir zur Trennung des Isoleucinkupfers vom Leucin- 
kupfer den Methylalkohol verwendeten, priiften wir noch das 
Verhalten des letzteren gegen die Kupferverbindungen einiger 
anderen Aminosiuren. Es zeigte sich, dali die Kupfersalze 
des Glykokolls, des Alanins,‘) des Leucins, des Phenylalanins 
und des Tyrosins sich in kaltem Methylalkohol entweder gar 
nicht, oder doch nur in déiuberst geringer Menge lésten. Anders 
verhielt sich das aminovaleriansaure Kupfer, dargestellt aus 
einem aus Keimpflanzen gewonnenen 
Heim UbergieBen dieses Salzes mit Methylalkohol entstand rasch 
eine blaugefirbte Lésung. Um den Léslichkeitsgrad des Salzes 


") Diese Zeitschrift, Bd. XXXIH, S. 150 u. 412; Bd. XXXV, S. 70. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1809, 

Journal of Physiol. (1902), Bd. XXVII, S. 418. 
*) Zur Verwendung kam ein aus racemischem Alanin dargestelltes 
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zu bestimmen, leben wir ca. 1 g desselben mit einer 
volligen Aufl6sung nicht hinreichenden Quantitit von ent- 
wissertem Methylalkohol unter wiederholtem Umschiitteln liingere 
Zeit in Beriihrung: von der vom Ungeldsten abfiltrierten Fliissig- 
keit wurde sodann ein abgewogenes Quantum eingedunstet, 
das dabei zuriickbleibende Salz getrocknet und gewogen. Wir 
erhielten so folgende Zahlen: 

1. 11,1286 g Losung gaben beim Eindunsten 0,2116 ¢ 
Riickstand: 0.2116 des Kupfersalzes hatten sich also. in 
10,9120 ¢ Methylalkohol gelést. Daraus ergibt sich eine Lis- 
lichkeit von 1:52,0 bei 18° C, 

2. 19,6716 g Losung gaben beim Eindunsten 0,3726 ¢ 
Ruickstand: 0,38726 g des Kupfersalzes hatten sich in 
19,2990 ¢ Methylalkohol gelést. Daraus ergibt sich eine 
lichkeit von 1:51,8 bei 18° C. 

Fiir eine dritte Bestimmung verwendeten wir nicht wasser- 
freien Methylalkohol, sondern ein direkt dem Handel ent- 
nommenes Produkt. Die Bestimmung gab folgendes Resultat: 

20,0804 g Losung gaben 0.38750 g Riickstand: 0,3750 ¢ 
des Kupfersalzes hatten sich also in 19,7054 g Methylalkoho! 
gelost. Daraus ergibt sich eine Léslichkeit von 1 :52,6 bei 18°C. 

Nach den Versuchen von F, Ehrlich lést sich ein Teil 
Isoleucinkupfer in 55 Teilen Methylalkohol bei 17° C.; das amino- 
valeriansaure Kupfer zeigt also ungefiihr die gleiche Léslichkeit 
in diesem Alkohol, wie das Isoleucinkupfer. Eine Trennung dieser 
beiden Kupfersalze mit Hilfe von Methylalkohol laBt sich also 
nicht ausfiihren: dagegen kann man dieses Losungsmittel zur 
Trennung der Aminovaleriansiiure vom Leucin und von anderen 
Aminosiiuren, deren Kupfersalze darin unloslich sind, benutzen. 
Festzustellen wird noch sein, ob etwa unter den Eiweil- 
zersetzungsprodukten auch eine Aminovaleriansiiure sich findet, 
deren Kupfersalz in Methylalkohol unloslich ist ; einige in unserem 
Laboratorium gemachte Beobachtungen scheinen dies anzudeuten. 

Da nach den von verschiedener Seite gemachten Angaben 
der Loslichkeitsgrad des Leucinkupfers, sowie anderer schwer- 
loslicher Kupferverbindungen von Aminosiiuren in Wasser durch 
das gleichzeitige Vorhandensein anderer leicht loslicher Kupfer- 
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yerbindungen solecher Art stark beeinflufbt wird, so kann man 
fragen, ob etwas Ahnliches fiir die Loslichkeit der Kupferver- 
bindungen in Methylalkohol gilt. Es wiire ja z. B. denkbar, 
dal} in einer LOsung von aminovaleriansaurem Kupfer in Methyl- 
alkohol Leucinkupfer sich in gewissem Grade auflOst, wiahrend 
es in reinem Methylalkohol unldslich ist. Doch liegt kein 
Grund fiir eine solche Annahme vor. Wie aus den weiter unten 
semachten Mitteilungen sich ersehen lift, haben wir reine 
Aminovaleriansiiure aus einem Kupfersalz erhalten, das wir 
durch Auflésung in Methylalkohol vom Leucinkupfer trennten. 
Zu diesem Resultat hatten wir aber nicht gelangen konnen, 
wenn das Leucinkupfer sich in einer methylalkoholischen Losung 
yon aminovaleriansaurem Kupfer partiell gelOst hitte. Auch 
die von F. Ehrlich in bezug auf das Isoleucin erhaitenen Er- 
cebnisse stehen jener Annahme entgegen. 

Die von uns untersuchten Keimpflanzen waren teils bei 
LichtabschluB, teils bei schwachem Lichtzutritt!) in Sand ge- 
zogen worden: sie kamen teils nach 8—tiigiger, teils nach 
15—2Otiigiger Vegetationsdauer zur Verwendung. Warum wir 
Pilinzchen von ungleichem Alter fiir die Untersuchung ver- 
wendeten, ist noch mit einigen Worten zu erkliiren. Aus den 
in unserem Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen ist zu 
<chlieBen, die primiiren Eiweifizersetzungsprodukte im 
“toffwechsel der Keimpflanzen teils schneller, teils weniger 
~chnell eine Umwandlung erfahren. Somit ist die Wahrschein- 
ichkeit, bei Untersuchung der Pflainzchen alle beim Eiweib- 
zerfall entstandenen Produkte neben einander vorzutinden, 
dann am groSten, wenn die Pfliinzchen in einem Vegetations- 
stadium untersucht werden, in welchem in ihnen noch starker 
Kiweifzerfall stattfindet. In einem spiiteren Vegetationsstadium 
konnen dagegen manche der primiiren Eiweihzersetzungsprodukte 
infolge der inzwischen erfolgten Umwandlung fehlen oder doch 
hur in sehr kleiner Menge sich vorfinden. Andererseits kOnnen 


‘) Wenn die Keimpflanzen schon nach kurzer Dauer ihrer Vege- 


‘ation, z. B. nach 8—9 Tagen, geerntet werden, so kommt nichts darauf 


ob wahrend ihrer Entwicklung das Licht vollstiaindig oder weniger 
volistindig abgehalten wird. 
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Keimpflanzen ven hoherem Alter sehr geeignete Objekte zur 
Darstellung derjenigen Eiweibzersetzungsprodukte sein, welche 
der schnellen Umwandlung im Stoffwechsel entgangen sind 
und sich demnach in den Pflinzchen angehiuft haben. ks 
war fiir uns also das richtigste, Keimpflanzen von ungleichem 
Alter fiir unsere Versuche zu verwenden. 


a) 8—9tagige Keimpflanzen von Vicia sativa. 


Die Keimpflanzen von Vicia sativa sind in unserem La- 
boratorium schon mehrmals untersucht worden.?) In 6—7tagigen 
Pflanzchen solcher Art fand man neben einer geringen Tyrosin- 
menge Leucin, ferner auch Arginin, Lysin und Histidin. In 
mehrwochentlichen etiolierten Pfliinzchen wurden Leucin, Amino- 
valeriansiiure und Phenylalanin, ferner auch Cholin, Betain 
und Guanidin nachgewiesen. Es war nun zu prifen, ob neben 
den friiher schon isolierten Monoaminosiuren mit Hilfe der in 
der Einleitung genannten Methoden noch andere aus _ solchen 
Keimpflanzen sich darstellen leben. 

Die getrockneten und zerriebenen Pflanzchen?) wurden 
zuerst mit 92°/oigem, dann mit 90°/oigem Weingeist aus- 
eekocht, die vereinigten Extrakte der Destillation unterworfen. 
Den Destillationsriickstand nahmen wir in Wasser auf, ver- 
setzten die tribe Fliissigkeit mit Tannin, beseitigten den da- 
durch erzeugten Niederschlag durch Filtration, fiigten dem 
Filtrate Bleiessig in schwachem UberschuB zu, filtrierten wieder, 
befreiten das Fitrat mitlels Schwefelwasserstoff vom Biei und 
engten es hierauf in flachen Porzellanschalen im Wasserbade 
ein, bis auf der Oberfliiche der Fliissigkeit ein Hiiutchen sich 
bildete; dann lieB man erkalten. Es bildete sich nun eine grobten- 
teils aus Aminosiiuren bestehende Ausscheidung. Sie wurde 
nach Verlauf von einigen Tagen mit Hilfe einer Nutsche von 
der siruposen Mutterlauge getrennt, nachdem letztere mit etwas 
Alkohol vermischt worden war. Die auf der Nutsche ver- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 193, und Bd. XXX, S. 341. 

*) Die von uns in der oben beschriebenen Weise verarbeiteten 
Keimpflanzen waren unter Aufwendung von ca. 20 kg Wickensamen dar- 
cestellt worden. 
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bliebene Masse wurde mit etwas Weingeist gewaschen, dann 
mir Entfernung des Restes der Mutterlauge auf Tonplatten ge- 
-trichen. Sie bildete nun eine nicht stark gefiirbte, zerreib- 
liche Masse, die das Aussehen des unreinen Leucins besab. 
Niese Masse wurde zerrieben und sodann mit absolutem Alkohol 
ausgekoeht. Die dabei entstandene Loésung fiigten wir der 
siruposen Mutterlauge zu. Das Gewicht des beim Auskochen 
mit Alkohol verbliebenen Riickstandes betrug nach dem Trocknen 
etwas mehr als 50g. Da aus den bei Untersuchung der Wicken- 
keimpflanzen  friiher gemachten Beobachtungen  geschlossen 
werden durfte, dab dieser Riickstand in der Hauptsache aus 
Leucin bestand, so haben wir denselben nicht fiir die Ver- 
esterung verwendet (wir benutzten dazu, wie aus dem weiter 
unten Mitgeteilten zu ersehen ist, nur die von diesem Produkt 
abgeflossene Mutterlauge); dagegen untersuchten wir diesen 
hiickstand auf Isoleucin. Zu diesem Zweck wurde derselbe 
zuniichst zweimal aus einem heifien Gemisch von Alkohol und 
konzentrierter Ammoniakfliissigkeit umkristallisiert. Das so er- 
haltene, fast farblose Produkt losten wir in heibem Wasser 
und fiigten der Lésung Kupferhydroxyd in schwachem Uber- 
<chubB zu. Schon in der Warme schied sich eine Kupfer- 
verbindung aus; sie wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Die davon abfiltrierte tiefblaue Fltissig- 
keit wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand getrocknet. 
Die so erhaltenen Kupfersalze behandelten wir nun bei Zimmer- 
‘emperatur mit Methylalkohol. Es zeigte sich, dai von dem beim 
Eindunsten der Mutterlauge erhaltenen Kupfersalz sich ein an- 
sehnlicher Teil, von dem anderen dagegen nur wenig in Methyl- 
alkohol léste. Die vereinigten methylalkoholischen Extrakte 
wurden der Destillation unterworfen, der dabei verbliebene 
hiickstand in Wasser aufgenommen und durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, die im Filtrat vom Schwefelkupfer erhaltene 


Aminosiiure sodann zur Kristallisation gebracht und hierauf 


noch einmal aus Wasser, unter Zusatz von etwas Weingeist, 
umkristallisiert. Das in dieser Weise erhaltene Produkt glich 
m Aussehen dem Leucin; es verfliichtigte sich beim Erhitzen 
in Kohrchen unter Bildung eines weifen Sublimates, war 
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schwer léslich in kaltem Wasser, unloslich in absolutem Alkohol. 
Die Analyse gab folgende Resultate: 
1. 0.2145 g Substanz gaben 21,2 ccm Stickstoffgas bet 722 mim 
Druck und 14° C. == 0,023677 g N; 
2. 0.1100 ¢ Substanz gaben 11,1 cem Gas bei 720 mm Druck und 
15° C. = 0,0122448 ¢g N., 


Berechnet Gefunden: 
fir C,H,,NO,: 2. 
N = 10,70°/o 11.03°/o 11,13 °%/o 


Der gefundene Stickstoffgehalt tibersteigt, wie man sieht, 
ein wenig denjenigen des Leucins: in Anbetracht des Umstandes, 
dal} die volumetrische Stickstoffbestimmung in der Regel ein 
wenlg zu hohe Zahlen liefert, kann die Differenz wohl als un- 
bedeutend bezeichnet werden. Wahrscheinlich ist, dai ein Iso- 
leucinpriiparat vorlag, welchem noch ein wenig Aminovalerian- 
siiture beigemengt war. 

Wir bestimmten nun das spezifische Drehungsvermogen 
der wiisserigen Loésung dieses Priiparates. Dabei ergab sich 
folgendes Resultat: 

Kine wiisserige Lisung, die in 20 cem 0,50 g Substanz 
enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16°C. 1,49 5S. V. nach 
rechts: demnach ist (a) D!® = +- 9,6 °. 

Kk. Ehrlich (loc. cit.) fand fiir Isoleucin in wisseriger 
Losung (a) D?® = + 9,74°. Da die von uns verwendete Losung 
nur eine geringe Konzentration besa}, so mub es als moglich 
bezeichnet werden, dai der von uns ausgefiihrten bestimmung 
kein hoher Grad von Genauigkeit zukommt. Wir bestimmten 
daher auch noch spezifische Drehungsvermégen, welches 
die von uns dargestellte Aminosiiure in salzsaurer LOsung besab): 

Kine Lésung in 20°/oiger Salzsiure, welche in 10 ecm 
1 ¢ Substanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 
20,59 S. V. nach rechts; demnach ist (a) D!® = + 35,2°. 

KF. Ehrlich fand fiir Isoleucin in 20 °/o iger Salzsiure 
(a) D?° = +- 36,8°. Dab wir fiir unser Praéparat ein etwas schwi- 
cheres Drehungsvermodgen fanden, wird wahrscheinlich seinen 
Grund darin haben, daf dieses Priiparat noch eine kleine Quan- 
von Aminovaleriansiiure einschlol.?) 


‘) Fiir Aminovaleriansiiure wurde (a) D'® == -+- 27,9° gefunden. 
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Uber Monoaminosiiuren aus Keimpflanzen. +0 


Wenn man neben den im vorigen mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen auch noch den Umstand beriicksichtigt, dal das 
Kupfersalz unserer Aminosdure in Methylalkohol léslich war, so 
kann man nicht daran zweifeln, dab Isoleucin vorlag, allerdings 
wohl noch verunreinigt durch ein wenig Aminovaleriansiure. 
Wir erinnern hier auch noch daran, dai wir frither schon aus 
den Keimpflanzen von Vicia sativa eine im Stickstoffgehalt mit 
Leucin tibereinstimmende Substanz erhielten,!) deren spezifisches 
Drehungsvermdgen zwischen demjenigen des Leucins und des Iso- 
leucins lag: daB diese Substanz ein Gemenge dieser beiden Amino- 
siiuren war, muf} jetzt fiir sehr wahrscheinlich erklirt werden. 

Wie aus den oben gemachten Angaben zu ersehen ist, 
erhielten wir das Isoleucin aus dem in Methylalkohol léslichen 
Anteil der Kupfersalze, tiber deren Darstellung oben berichtet 
wurde. Der in dem genannten Loésungsmittel unlésliche Teil 
der Kupfersalze lieferte bei der Zerlegung mittels Schwefel- 
wasserstoff eine im Aussehen und im Verhalten dem Leucin 
cleichende Aminosaure. Fiir reines Leucin ist es charakteristisch, 
seine heibe wiisserige Losung auf Zusatz von Kupferacetat 
sofort oder nach kurzer Zeit eine aus feinen Kristallbliittchen 
bestehende Kupferverbindung fallen laft. Das von uns in der 
beschriebenen Weise erhaltene Leucin lieferte eine solche Kupfer- 
verbindung in reichlicher Menge. Die daraus wieder abge- 
schiedene Aminosiiure wurde zur Kristallisation gebracht und 
sodann im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat unter- 
sucht. Dabei ergab sich folgendes Resultat: 

Eine Losung in 20°/oiger Salzsiure, die in 10 cem 0,50 g 
Substanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr bei 16° C. 5° nach 
rechts; demnach ist (a) D = + 17,2°. 

Dieses Resultat stimmt mit der fiir ein Leucinpriiparat 
aus Conglutin gefundenen Zahl |(a) D = + 17,3°) sehr gut 
liberein. Eine etwas héhere Zahl, niimlich (a) D = +- 17,8°, 
haben wir friiher unter gleichen Bedingungen fiir ein aus Wicken- 
keimpflanzen dargestelltes Leucinpriiparat gefunden.?) Méglich 
ist, daB das letztere noch ein wenig Isoleucin eingeschlossen hat. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 306. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 3085. 
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Die aus unserem Leucinpraparat dargestellte Kupferver- 

bindung gab bei der Analyse folgendes Resultat: !) 
0,2150 g Substanz gaben 0,0525 g CuO = 19,50°/o Cu. 
Die Theorie verlangt fir Leucinkupfer einen Gehalt von 19,53°%o Cu. 

Ohne Zweifel war Leucin diejenige Aminoséure, die in 
dem friiher beschriebenen Rohprodukt (Gewicht ca. 50 g) in 
grofter Menge enthalten war. Das neben Leucin  erhaltene 
Isoleucinpriiparat wog nur ca. 2 g. 

Die von jenem Rohprodukt abfiltrierte dickfliissige Mutter- 
lauge lieferte bei weiterem Verdunsten noch eine Ausscheidung, 
die sich jedoch von dem Sirup nicht gut trennen 
Wir wendeten nun auf diese Mutterlauge das Esterverfahren 
E. Fischers an, in der Hoffnung, dafi es moglich sein werde, 
die Aminosiiurenester durch Extraktion mit Ather von den 
iibrigen Bestandteilen der Mutterlauge (Kohlenhydrate, basen ete.) 
zu trennen. Diese Hoffnung ging in der Tat in Erfiillung. Was 
die Austithrung der Operationen betrifft, so braucht nur gesagt 
zu werden, dab dreimal unter Zusatz von je 11 Alkohol ver- 
estert wurde. Die Abscheidung der Ester mittels Ather, Lauge 
und Pottasche war wegen des gleichzeitigen Vorhandenseins 
von Kohlenhydraten und von den bei Einwirkung der Salzsiure 
auf letztere entstandenen humosen Produkten infolge Bildung 
einer Emulsion nicht ganz leicht; indessen gelang es doch, eine 
betriichtliche Quantitaét von Estern zu isolieren. Bei der frak- 
tionierten Destillation der letzteren im Vacuum zeigte sich, dal) 
bei einer unter 80° liegenden Temperatur noch keine Ester 
ibergingen; tiber den Siedepunkt und iiber die Quantitiit der 
bei der Destillation erhaltenen Fraktionen gibt die nachfolgende 
Tabelle Autschlub : 


Druck Temperatur Gewicht 
I. 10 ° 4 
Il. 100° 18,2 
10 120° 4,9 
IV. 10 120—140° 3,4 


') Bei Ausfiihrung der Kupferbestimmungen wurden die zuvor be! 
100—105° getrockneten Kupfersalze durch Erhitzen tiber einer kleinen 
Flamme langsam zersetzt. Den dabei im Tiegel verbliebenen Riickstand 
cliihten wir dann stark bis zur villigen Konstanz des Gewichtes. 
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Uber Monoaminosiiuren aus Keimpflanzen. 


Die Fraktionen [| bis Ill wurden durch Kochen mit Wasser 
verseift, die dabei entstandenen Aminosiiuren zur Trockne ge- 
bracht und sodann mit Alkohol extrahiert. Das Extrakt unter- 
suchten wir auf a-Pyrrolidinkarbonsiure. Letztere schien in sehr 
kleiner Menge vorhanden zu sein, konnte aber nicht. sicher 
nachgewlesen werden. 

Uber die Art und Weise, in der wir die aus den Frak- 
tionen I bis Il erhaltenen Aminosiiuren weiter behandelten, 
und iiber die dabei erhaltenen Resultate ist folgendes anzugeben: 
Die Aminosiiuren der Fraktion [| wurden in die Kupfersaize 
iibergefiihrt, letztere sodann bei Zimmertemperatur mit Methyl- 
alkohol behandelt. Der grobte Teil der Kupfersalze ging in 
Lisung, nur ein kleiner Teil blieb ungelOst zuriick. Der letztere 
lieferte bei der Zerlegung eine Aminosiiure, die im Aussehen 
dem Leucin glich und sowohl beim Erhitzen im Glasréhrchen 
as auch beim Versetzen ihrer heiben wiisserigen Losung mit 
Kupferacetat sich wie Leucin verhielt. Thre Quantitiét war sehr 
gering: eine Analyse wurde nicht ausgefiihrt. Der in die methyl- 
alkoholische Losung tibergegangene Teil der Kuplersalze wurde 
nach dem Abdestillieren des Methylalkohols in Wasser gelodst, 
die LOsung zur Kristallisation eingedunstet. Das dabei erhaltene, 
aus bliittrigen Kristallen bestehende Kupfersalz gab bei der Ana- 
lyse folgendes Resultat: 

01970 g Substanz gaben 0,0516 g CuO = 20,86°0 Cu. 

Diese Zahl liegt zwischen dem Kupfergehalt des amino- 
valeriansauren Kupfers (21,479/o Cu) und demjenigen des Isoleucin- 
kupfers (19,55 °/o Cu). Es ist demnach das wahrscheinlichste, 
dali der in Methylalkohol lésliche Teil der Kupfersalze aus 
einem Gemenge von aminovaleriansaurem Kupfer und Isoleucin- 
kupfer bestand; doch war wohl das erstere Salz in grOfSerer 
Quantitét vorhanden, als das letztere. 

Die Aminosiiuren der Fraktion I] wurden gleichfalls in 
(ie Kupfersalze iibergefithrt. Der gréfSte Teil dieser Kupfersalze 
war lOslich in Methylalkohol. Die methylalkoholische Losung 
wurde der Destillation unterworfen. Nachdem etwa die Hiilfte 
des Losungsmittels abdestilliert worden war, lie} man die riick- 
stindige Fliissigkeit erkalten. Sie lieferte eine starke Aus- 


q 
q 
on] 
q 
~ 
q 
4 


48 E. Schulze und E. Winterstein, 


scheidung von dunkelblauen Kristallen. Nachdem die Mutter- 
lauge abgegossen worden war, wurden diese Kristalle mehrmals 
mit kaltem Methylalkohol gewaschen, dann in kaltem Wasser 
gelost. Die von einem kleinen Riickstand abfiltrierte Losung 
lieferte beim Verdunsten blattrige Kristalle, bei deren Analyse 
folgendes Resultat erhalten wurde: 

0.2555 g Substanz gaben 0,0678 CuO = 21,04° Cu. 

Diese Zahl liegt nicht viel unter dem von der Forme! des 
aminovaleriansauren Kupfers geforderten Werte. 

Die bei der Zerlegung dieser Kupferverbindung erhaltene 
Aminosiiure wurde aus Wasser umbkristallisiert und sodann 
analysiert : 

(),2246 g Substanz gaben 24,0 ccm Stickstoffgas 

bei 16’ C. und 716 mm Druck = 0.02628 ¢g oder 11,70° 0 N. 

Der Stickstoffgehalt dieses Priiparates lag also nicht viel 
unter demjenigen der Aminovaleriansiiure. Unter gleichzeitige: 
Beriicksichtigung des bei Analyse des Kupfersalzes erhaltenen 
Resultates kann es fiir sehr wahrscheinlich erklirt werden, dai 
ein Gemenge von Aminovalerians:iure mit wenig Isoleucin vorlag. 

Die von dem fiir diese Versuche benutzten Kupfersalz 
abgegossene tiefblaue Mutterlauge lieferte beim Verdunsten ein 
Produkt, welches offenbar gleichfalls ein Gemenge mehirerer 
Kupfersalze war. Das aus Wasser umkristallisierte Produkt 
lieferte bei der Analyse folgendes Resultat: 

O,1914 ¢ Substanz gaben 0,0494 CuO = 20,62°/o Cu. 

Auch diese Zahl liegt zwischen den Werten, die dei 
Formeln des aminovaleriansauren Kupfers und des  Isoleucin- 
kupfers entsprechen. 

Der in Methylalkohol unlésliche Teil der Kupfersalze der 
Aminosiiuren von Fraktion II gab bei der Zerlegung mittels 
Schwefelwasserstoff eine im Aussehen und im Verhalten mit 
Leuciniibereinstimmende Aminosiiure. Ihre wiisserige LOsung gab 
auf Zusatz von Kupferacetat eine dem Leucinkupfer gleichende Aus- 
scheidung. Die Analyse dieses Produktes gab folgendes Resultat: 

0.3724 g Substanz gaben 0,0914 g CuO == 19,61°/o Cu. 
Die Theorie verlangt fiir Leucinkupfer einen Gehalt von 19,55°/o Cu. 

Die aus Fraktion III erhaltenen Aminosauren, deren Gewicht 
nur 1.2 g betrug, lieferten gleichfalls Kupfersalze, von denen 
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vin Teil in Methylalkohol loslich, ein Teil darin unloslich war. 
hie methylalkoholische Losung wurde eingedunstet, der Ver- 
dampfungsrtiickstand in Wasser gelost, die Losung sodann zur 
Kristallisation gebracht. Das in dieser Weise erhaltene, im 
Aussehen vom aminovaleriansauren Kupfer verschiedene Kupfer- 
-ulz gab bei der Analyse folgendes Resultat: 

0,220 Substanz gaben 0,0538 CuO = 19.50°'o Cu. 

Das Salz summte also im Kupfergehalt mit Isoleucinkupfer 
jiberein. Die Quantitaét, in der wir dasselbe erhielten, war so 
gering, dab wir damit weitere Versuche nicht anstellen konnten. 
ver in Methylalkohol unlosliche Teil der Kupfersalze  lieferte 
bei der Zerlegung eine im Aussehen und Verhalten dem Leucin 
vleichende Aminosiiure. 

Keine der drei Fraktionen hat somit bei der Verseifung 
ein einheitliches Produkt geliefert, stets wurden Gemenge 
mehrerer Aminosiduren erhalten. Man darf auf Grund der im 
vorigen gemachten Beobachtungen annehmen, dah Gemenge 
von Leucin, Isoleucin und Aminovaleriansadure vorlagen. 
Es sei schon hier erwithnt, das Gleiche auch fiir die 
Fraktionen gilt, die bei der Untersuchung der aus den Keim- 
pilanzen von Lupinus albus dargestellten Aminosiuren in ent- 
sprechender Weise erhalten wurden (man vergleiche die weiter 
unten folgenden Angaben), 

Aus Fraktion IV, deren Gewicht nur 3,4 ¢ betrug, wurde 
Phenylalanin erhalten, gemengt mit einer anderen Substanz, 
die sich jedoch durch Extraktion mit Alkohol entfernen  lieb. 
as in dieser Weise gereinigte Phenylalanin wurde mit Hilfe 
seiner _Reaktionen identifiziert: seine Quantitat war sehr gering. 

Aus den 8—9 tiigigen Keimpflanzen von Vicia sativa konute 
aso auber den friiher schon darin nachgewiesenen Monoamino- 
siuren, nimlich Leucin, Aminovaleriansiiture und Phenylalanin, 
auf dem von uns eingeschlagenen Wege nur noch Isoleucin 
erhalten werden. Unter den aus diesem Material dargestellten 
Aminosiiuren priivalierte der Menge nach das Leucin. Amino- 
vwerianséure schien in gréferer Menge vorhanden zu sein, als 
Isoleucin. Phenylalanin wurde, wie oben schon erwiihnt ist, 
niu in sehr kleiner Quantitiit erhalten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 
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Uber das Resultat, das wir bei Untersuchung dieser Keim- 
pflanzen auf Tryptophan erhielten, wird weiter unten berichtet, 


B. 18—20tagige etiolierte Keimpflanzen von Lupinus albus. 


Die in den Keimpflanzen von Lupinus albus. sich yor- 
findenden Aminosiiuren sind friiher schon untersucht worden. ') 
Aus 6—7tigigen Pfliinzchen soleher Art konnte leicht Leucin 
isoliert werden; daneben fand sich Tyrosin in kleiner Menge 
vor. In 2—3 wochentlichen etiolierten Pflanzchen fand man 
Leucin, Aminovaleriansiéure und Phenylalanin. Die beiden zuletzt 
genannten Aminosiiuren lassen sich am leichtesten  isolieren, 
wenn man nur die nach Abtrennung der Cotyledonen noc 
brig bleibenden Teile der Pfliinzchen, in denen Leucin nur 
in sehr kleiner Menge enthalten ist, fiir die Darstellung ver- 
wendet; verarbeitet man die ganzen Keimpflanzen, so erwiichs! 
fiir die Isolierung jener Aminosiiuren eine Schwierigkeit aus 
dem ziemlich betrachtlichen Leucingehalt der Cotyledonen. In 
letzterem Falle gelang es nicht, reine Aminovaleriansiure dar- 
zustellen. Phenylalanin konnte durch Fiillung mit Phosphor- 
wolframsiiure isoliert werden. Es war nun zu priifen, ob mit 
Hilfe der Estermethode noch andere Aminosiiuren sich nacli- 
weisen lieben. 

die Veresterung verwendeten wir 123 g des rolici 
Aminosiiurengemenges, dargestellt nach’ der oben im Abschnitt A 
beschriebenen Methode aus einem Quantum von ca. 11 kg lutt- 
trockner etiolierter Keimpflanzen, die nach einer Vegetations- 
dauer von 18—20 Tagen geerntet worden waren. Da Pfliinzchen 
von solchem Alter in Wasser und in Weingeist lésliche Kohlen- 
hydrate nur noch in geringer Menge enthalten, so blieb bei 
Darstellung der Aminosiiuren eine viel geringere Quantitiit you 
Mutterlauge tibrig, als bei Darstellung der Aminosiiuren aus 
&—9tiigigen Wickenkeimpflanzen. Ein Teil dieser Mutterlauge 
wurde fiir die Darstellung von Estern verwendet; doch wurde 
dabei nur ein kleines Quantum von Estern erhalten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 411; Bd. XXX, S. 241 und 
Bd. XXXVIII, S. 199. 
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Uber Monoaminosduren aus Keimpflanzen. 


Bei der fraktionierten Destillation der aus jenen 123 g 
des Rohproduktes erhaltenen Ester zeigte sich, dab ein unter 
0° iibergehendes Produkt nicht vorhanden war. Uber den 
Siedepunkt und die Quantitaét der verschiedenen Fraktionen 
gibt die folgende Tabelle Aufschlub : 


Druck Siedepunkt Gewicht ') 
14 602 4 
Il. 14 60— 80° 3) 
If. 13 1002 15 
IV. 12 142° 8 
V. 12 154° 6 
VI. 12 195 


Die Fraktion | wurde in der von FE. Fischer angegebenen 
Weise auf Glykokoll gepriift; doch war das Resultat ganz 
negativ. Die bei Verseifung der Fraktionen Il und Ill erhaltenen 
Aminosiiuren extrahierten wir mit Alkohol, dunsteten das Extrakt 
ein, wobei Geruch nach Pyrrolidin auftrat, nahmen es wieder 
in Alkohol auf und fiillten es dann mit Ather. Wir erhielten 
eine geringe Menge einer Substanz, welche a-Pyrrolidinkar- 
bonsiiure sein konnte, Sie wurde in das Phenylcyanat, letzteres 
in das Hydantoin tibergefiihrt. Dieses Produkt schmolz_ bei 
138.5°, wihrend das in entsprechender Weise aus a-Pyrrolidin- 
karbonsiiure entstehende Hydantoin bei 143° schmilzt. Leider 
erhielten wir jene Substanz nur in so geringer Menge, dab 
wir sie nicht noch durch Umkristallisieren reinigen konnten; 
wire letzteres modglich gewesen, so wiirde vermutlich der 
Schmelzpunkt unseres Produktes sich noch etwas erhoht haben. 
Wir haben somit das Vorhandensein von Pyrrolidinkarbonsaure 
zwar nicht sicher nachweisen kénnen; fiir sehr wahrscheinlich 
aber darf es doch erkliirt werden, dai diese Stickstoffverbindung 
sich vorfand. Ohne Zweifel aber war ihre Quantitiit eine iuberst 
geringe. 

Es ist hier noch zu erwiihnen, dai wir auch die von dem 
tohen Aminosiiurengemenge abfiltrierte Mutterlauge, von der 


') Das Gesamtgewicht der Fraktionen betrug unter Hinzurechnung 
des bei der Destillation verbliebenen Riickstandes 83 g. Bei der Ueber- 
‘uhrung des Aminosiurengemenges in die Ester hatten einige Verluste 
stattgefunden. 
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wir, wie oben schon erwihnt wurde, einen Teil verestert haben, 
auf Pyrrolidinkarbonsaure untersuchten. Doch haben wir einen 
sicheren Nachweis dieser Stickstoffverbindung hier nicht  er- 
bringen kénnen. 

Uber die Art und Weise, in der wir die aus den Fraktione: 
bis erhaltenen Aminosiuren weiter behandelten, ist 
folgendes anzugeben: 

Fraktion I. Die Aminosiiuren dieser Fraktion wurden in 
die Kupfersalze tibergefiihrt, letztere sodann bei Zimmertem)e- 
‘atur mit Methylalkohol behandelt, bis dieses Loésungsmitte! 
nur noch eine déuberst geringe Substanzmenge aufnahm. Un- 
gelOst blieb eine sehr geringe Menge eines Kupfersalzes, das 
bei der Zerlegung eine im Verhalten mit Leucin tibereinstimmende 
Aminosiiure lieferte. Die methylalkoholische L6sung wurde eit- 
gedunstet, der Verdampfungsriickstand in Wasser geldst, die 
Losung zur Kristallisation eingeengt. Wir erhielten so ein im 
Aussehen dem aminovaleriansauren Kupfer gleichendes Kupler- 
salz. O,3070 des aus Wasser umbkristallisierten Salzes gaben 
bei der Analyse 0,0825 g CuO = 21,47°/o Cu. (Die Theorie ver- 
langt fiir aminovaleriansaures Kupfer den gleichen Kupfergehalt. 

Fraktion Il. Die aus dieser Fraktion erhaltenen Amino- 
siuren wurden, nachdem = sie zur Entfernung etwa_ vor- 
handener mit Alkohol extrahiert worder 
waren, in die Kupfersalze tbergefiihrt. Letztere extrahierten 
wir mit Methylalkohol, ohne jedoch diese Extraktion solange 
fortzusetzen, bis nichts mehr in Losung ging. Die methy!- 
alkoholische LOsung wurde abfiltriert, der ungelost gebliebene 
Teil der Kupfersalze mit Wasser behandelt, wobei eine 
stark gefiirbte Loésung entstand. Dieselbe wurde yom 
Ungelosten  abfiltriert und sodann- eingedunstet, der Ver- 
dampfungsriickstand mit Methylalkohol behandelt. Der grobie 
Teil dieses Riickstandes liste sich nach und nach auf, 
zuriick blieb eine kleine Menge eines Kupfersalzes, welches be! 
der Zerlegung eine dem Leucin gleichende Aminosiiure gal): 
der Stickstoffgehalt der letzteren wurde gleich 11,10°/o gefunden’) 


') Analytische Belege: 0.2730 g Substanz gaben 27,4 ccm Gas be! 
725 mm Druck und 17° C. = 0,03031 g oder 11,1°)0 N. 


ste 
4 
i 
a 
AS 
% 
| 
Lag 
4 
Neon 
: 
; 
ee 
tara 4 


Uber Monoaminosiiuren aus Keimpflanzen. a3 


avahrscheinlich lag Leucin vor, dem noch ein wenig Amino- 
valeriansiure beigemengt war). Die von diesem Kupfersalz 
apfiltrierte methylalkoholische Lésung wurde der Destillation 
unterworfen, das dabei zuriickbleibende Kupfersalz mittels 
Schwefelwasserstoff zerlegt, die so erhaltene Aminosaéure zur 
Kristallisation gebracht und dann noch einmal aus Wasser 
unter Zusatz von etwas Weingeist umbkristallisiert. Dieselbe 
hestand aus gliinzenden Kristallbliittchen, die sich beim Erhitzen 
im Glasrdhrchen ohne Hinterlassung eines Riickstandes ver- 
liichtigten. Die Analyse gab folgendes Resultat: 


ber 720 mm Druck und 18° C. = 0.02711 ¢ oder 12,14°%o N. 

Der Formel der Aminovaleriansiiure entspricht ein Stick- 
stoffgehalt von 10,98°/o. 

Kin aus dieser Aminosiiure dargestelltes Kupfersalz gab 
bei der Analyse folgendes HResultat : 

0.2770 g¢ Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0734 g CuO 

== 21,17°%o Cu. 
Die Formel des aminovaleriansauren Kupfers verlangt 21,47°)0 Cu. 

Die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse berechtigen 
uns, die in der beschriebenen Weise erhaltene Aminosiiure fiir 
Aminovaleriansiiure zu erklaren. 

Der in Methylalkohol und in Wasser unldsliche Teil der 
Kupfersalze lieferte bei der Zerlegung mittels Schwefelwasser- 
stoff ene im Aussehen und im Verhalten mit Leucin iiberein- 
stinmende Aminosiiure. Ihre heife wiisserige LOsung gab auf 
Zusatz von Kupferacetat eine kristallinische, dem Leucinkupfer 
gleichende Ausscheidung. Die Analyse dieses Kupfersalzes 
lieferte folgende Resultate: 

1. 0.2150 g Substanz gaben 0,0525 g CuO = 19,509 Cu 

202100 >» » = 19,40% Cu. 

Im Mittel wurden 19,45°/o Cu gefunden, wiihrend die Formel des 
Leucinkupfers 19,5590 Cu verlangt. 

Aminovaleriansiiure und Leucin sind somit in der Fraktion 
Il nachgewiesen worden. 

Die bei der ersten Extraktion der Kupfersalze mit Methyl- 
wkohol erhaltene tiefblaue LOsung wurde der Destillation unter- 
worfen; nachdem etwa die Hilfte des Methylalkohols tiber- 
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destilliert war, lie} man die rtickstiéndige Fliissigkeit erkalten, 
Aus derselben schied sich ein blaues Kupfersalz in betriichtlichey 
Quantitit aus. In der davon abgegossenen Mutterlauge konnte 
Isoleucin enthalten sein. Das beim Verdunsten dieser Mutter- 
lange zuriickbleibende Kupfersalz wurde daher mittels Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, die dabei erhaltene Aminosiiure Kri- 
stallisation gebracht und analysiert. Die Stickstoffbestimmung 
gab folgendes Resultat: 
O.1610 ¢ Substanz gaben 17,4 ccm Gas bei 722 mm Druck und 17° €, 
= 0,019164 oder 11.91°/o N. 

Der Stickstoffgehalt dieses Priiparates erreichte also fast 
denjenigen der Aminovaleriansiiure. Dali aber auch Isoleucin 
nicht ganz fehlte, wird durch das Resultat wahrscheinlich ge- 
macht, welches wir bei Analyse eines aus der methylalkoholischen 
Losung erhaltenen, dann noch aus Wasser umbkristallisierten 
Kupfersalzes erhielten. In diesem Kupfersalz wurden niimlich 
20,78"/o Cu?) gefunden — eine Zahl, die hinter dem Kupter- 
gehalt des aminovaleriansauren Kupfers (21,47°/0) nicht unbe- 
triichtlich zuriickbleibt. 

Die Fraktion II enthielt| also Aminovaleriansiiure und 
Leucin, vielleicht auch etwas Isoleucin. Ohne Zweifel war 
Aminovaleriansiiure diejenige Aminosiiure, welche der Quantitii! 
nach in dieser Fraktion priivalierte. 

Fraktion III. Die beim Verseifen dieser Fraktion er- 
haltenen Aminosiiuren wurden, nachdem sie zur Entfernung 
der a-Pyrrolidinkarbonsiiure mit Alkohol extrahiert worden 
waren, in die Kupfersalze tibergeftihrt, letztere sodann mit 
Methylalkohol extrahiert, bis dieses Losungsmittel nur noch 
eine sehr geringe Substanzmenge aufnahm. Die methylalkoholische 
Losung wurde durch Abdestillieren eines Teils des Losungs- 
mittels konzentriert, worauf eine Ausscheidung von Kupfersi!z 
erfolgte. Die von letzterem abgegossene Mutterlauge wurde ein- 
gedunstet, das dabei zuriickbleibende Kupfersalz durch Schwete!- 
wasserstoff zerlegt, die so erhaltene Aminoséure zur Kristallisa- 
tion gebracht. Die Analyse dieses Produktes gab folgendes Resultat: 


') Analytische Belege: 0.2146 g Substanz gaben 0,0558 g Cal 
= 20,78°/o Cu. 
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O.1859 g Substanz gaben 19.4 cem Stickstoffgas 

hei 723 mm Druck und 13° C. = 0.0216 ¢ oder 11,62". N. 

Diese Zahl hegt dem Stickstoffgehalt der Aminovalerian- 
-iure weit naher als demjenigen des Isoleucins: wahrscheinlich 
ag also ein Gemenge von Aminovalerianséure mit wenig Isoleu- 
cin VOr. 

Der in Methylalkohol unlosliche Teil der Kupfersalze lieferte 
bei der Zerlegung eine im Aussehen und Verhalten dem Leucin 


gleichende Aminosiure. Thre heibe wiisserige Losung gab auf 


Zusatz von Kupferacetat eine dem Leucinkupter gleichende Aus- 
--heidung. Die Analyse dieses Produktes gab folgendes Resultat: 
0.2220 g Substanz gaben 00,0545 g CuO = Cu. 

Die Theorie verlanet fiir Leucinkupfer einen Gehalt von 19.55° 0 Cu. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben zu ersehen 
st, lieferte auch hier, ebenso wie bei Untersuchung der aus 
Wickenkeimpflanzen dargestellten Aminosiiuren, keine der drei 
ersten Fraktionen der Ester bei der Verseifung ein einheit- 
iches Produkt: stets wurde ein Gemenge von Aminosiiuren 
erhalten. Dab in diesem Gemenge neben Aminovalerian- 
siure und Leucin auch I[soleucin sich vorfand, darf fiir wahr- 
-cheinlich erklairt werden, obwohl die Isolierung der zuletzt 
genannten Aminosiiure nicht gelang. 

Die IV. Fraktion der Ester, verarbeitet nach der von 
kr. Fischer gegebenen Vorschrift, lieferte Phenylalanin. 
Letzteres wurde mit Hilfe seiner Reaktionen, sowie durch Ana- 
vse seines Kupfersalzes identifiziert: 

0.2798 g Substanz gaben 0,0568 ¢g Kupferoxyd = 16,22° 0 Cu. 
le Theorie verlangt fiir Phenylalaninkupfer einen Gehalt von 16.2" 0 Cu. 

Auch die Fraktionen V und VI lieferten Phenylalanin. Doch 
war dasselbe nicht ganz rein; wahrscheinlich war ihm etwas 
Asparaginsdure beigemengt. Die Ausbeute an Phenylalanin be- 
‘rug im ganzen ungefihr 7 g. 

Aus dem bei der Destillation der Ester verbliebenen Riick- 
stand, dessen Gewicht 10 g betrug, liefen sich kristallisierte 
“ubstanzen nicht gewinnen. 

Aus den Keimpflanzen von Lupinus albus lieh sich also 
dem yon uns eingeschlagenen Wege a-Pyrrolidinkarbon- 
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siiure in sehr kleiner Menge gewinnen: das Vorhandensein 
von fsoleucin konnte wahrscheinlich gemacht, aber nicht sicher 
bewiesen werden. Im iibrigen konnten wir nur drei aus dep 
genannten Keimpflanzen frither schon dargestellte Monoamino- 
siiuren isolieren, niimlich Aminovaleriansiiure, Leuein und 
Phenyvlalanin. Der Menge nach privalerte ohne Zweifel die 
zuerst genannte Aminosiure; die Ausbeute an Leucin war kaum 
groBer, als diejenige an Phenylalanin. Der Gehalt der Pfliinzchen 
an Isoleucin kann nur relativ gering gewesen sein. 


C. Untersuchung der Keimpflanzen auf Tryptophan. 


Zur Untersuchung auf Tryptophan dienten vorzugsweise 
&—Ytiigige Keimpflanzen von Lupinus albus. Sie wurden 
in frischem Zustand verarbeitet; fiir einen Versuch diente 
ein Quantum von 1750 g, fiir eimen zweiten ein solches 
von 4,50 kg der frischen Pfliinzchen.1) Dieselben wurden unte 
Zusatz von wenig Wasser zerkleinert, dann zur Gewinnung 
des Saftes mit Hilfe einer kriiftig wirkenden Presse ausgepre|it. 
Die in solcher Weise gewonnene Fliissigkeit versetzten wir 
sofort mit Bleiessig; das Filtrat vom Bleiniederschlage wurde 
durch Zusatz von Schwefelséiure vom Blei befreit, dann = mit 
soviel Schwefelsiiure versetzt, dab der Gehalt der Fliissigkeit 
an dieser Siiure fast 5°/o betrug. Hierauf setzten wir Queck- 
silbersulfat in kleinen Anteilen zu. Dieses Reagens erzeugte in 
der Fliissigkeit einen schwach gelblichen, nicht sehr volumindser 
Niederschlag, der nach Verlauf von 1—2 Tagen abfiltriert, mit 
5° oiger Schwefelsiiture gewaschen, dann in Wasser verteilt und 
durch Schwefelwasserstoff zersetzt wurde. Die vom Schwele'- 
quecksilber abfiltrierte Fliissigkeit befreiten wir durch schwaches 
Erwiirmen, bezw. Durchblasen von Luft vom Schwefelwasser- 
stoff: dann wurde sie mit Hilfe von Baryt von der Schwelel- 
siure befreit. Die vom Baryumsulfat abfiltrierte LOsung gab mil 
Glyoxalsiure und Schwefelsiiure sehr stark die Tryptophan- 
reaktion (intensiv rote, spéiiter in violett tibergehende Fiirbung). 
Diese Loésung wurde nun unter Zusatz von Alkohol bei gelinder 


') Der Trockensubstanzgehalt solcher Pflinzchen ist nicht hoch: et 
betriigt in der Regel héchstens ca. 
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Wirme stark eingeengt, dann unter eine Glasglocke tiber kon- 
zentrierte Schwefelsiéure gestellt. Ein Teil der gelOsten Substanz 
s-hied sich in fester Form aus, der Teil aber bhlieb 
sirupbs. Es lieB sich leicht erkennen, hier nicht reines 
Tryptophan, sondern ein Gemenge des letzteren mit einer anderen 
Substanz vorlag. Wir konstatierten, dafi die Substanz, welche 
die Tryptophanreaktion gab, beim Erhitzen mit Weingeist, dem 
ein wenig Wasser zugesetzt worden war, sich aufloste, 
wiihrend bei dieser Extraktion eine andere, nicht jene Reaktion 
sebende Substanz zuriickblieb. Da bekanntlich die Reindar- 
stellung des Tryptophans nicht ganz leicht ist, so konnten wir 
im Hinblick auf jenen Umstand kaum hoffen, aus unserer Losung 
kristallisiertes Tryptophan zu erhalten: wir beschrinkten uns 
daher auf die Untersuchung seiner Zersetzungsprodukte. Der 
beim Eindunsten der erwahnten Losung verbliebene Riickstand 
wurde in einem Glaskolben bis zur Zersetzung erhitzt. Dabei 
trat der Geruch des Skatols auf; doch war ein anderer Geruch 
beigemengt. Den Inhalt des Glaskolbens behandelten wir nun 
mit Ather. Die durch Filtration vom Ungelisten getrennte 
itherische L6sung gab beim Verdunsten einen stark nach Skatol 
riechenden Riickstand. Einen Teil dieses Riickstandes lOsten 
wir in Weingeist: ein mit dieser Losung befeuchteter, dann 
getrockneter Fichtenholzspahn nahm beim Eintauchen in Salz- 
siiure eine intensive rote, allmilich in violett tibergehende Fiirbung 
an (Reaktion auf Skatol). Den Rest jenes Riickstands lOsten 
wir in Wasser. Die Lésung nahm beim Versetzen mit Salpeter- 
sire und wenig Natriumnitrit keine Rotfarbung an (Indol 
fehite also); dagegen gab sie auf Zusatz jener Reagentien eine 
weibliche Triibung, wie es fiir Skatol angegeben wird. 

Die im vorigen mitgeteilten Beobachtungen lassen wohl 
keinen Zweifel dariiber, daB in dem durch Quecksilbersulfat 
im Saft der Keimpflanzen hervorgebrachten Niederschlage 
Tryptophan sich vorfand.!) 

Auch die Keimpflanzen von Vicia sativa haben wir auf 

') Die Identitit dieses Produktes mit dem von Hopkins und 
Cole isoherten Tryptophan ist freilich nicht bewiesen: es ware méglich, 
ein Isomeres vorlige. 
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Tryptophan untersucht. Wir verwendeten aber in diesem Falle 
nicht den aus den Pfliinzchen ausgepreften Saft, sondern die 
sirupose Mutterlauge, die nach dem = Auskristallisieren des 
Rohleueins iibrig geblieben war (man vergleiche die im Ab- 
schnitt A gemachten Angaben). Als diese Mutterlauge mit 
Wasser verdiinnt, mit Schwefelsiiure stark angesiuert und so- 
dann mit Quecksilbersulfat versetzt wurde, entstand ein briiun- 
lich gefiirbter Niederschlag. Die aus letzterem bei der Zer- 
legung mittels Schwefelwasserstoff erhaltene Losung war so 
stark braun gefiirbt, daB sie nicht direkt auf Tryptophan ge- 
priift werden konnte. Es zeigte sich jedoch, dab bei fraktionierter 
Killing mit Quecksilbersulfat die farbende Substanz groften- 
teils in den zuerst entstandenen Niederschlag einging ; die davon 
abfiltrierte Fliissigkeit gab auf weiteren Zusatz des Reagens 
eine viel weniger gefiirbte Féllung, die auch bei der Zerlegung 
durch Schwefelwasserstoff eine nur wenig gefiirbte Lésung 
licferte. Diese Lésung gab mit Glyoxalsiéure und Schwefelsiiure 
Tryptophanreaktion. Der beim Eindunsten dieser Losung ver- 
bliebene Riickstand wurde durch Erhitzen zersetzt, das dabei 
erhaltene Produkt mit Ather behandelt. Das iitherische Extrakt 
cab beim Verdunsten einen stark nach Skatol riechenden Riick- 
stand. Somit ist anzunehmen, dah auch in den Wickenkeim- 
pflanzen Tryptophan sich vorfand. 


Riickblick auf die Resultate. 


In den von uns untersuchten Keimpflanzen konnten wir 
drei aus solechem Material bisher noch nicht dargestellte Stick- 
stoffverbindungen nachweisen, niimlich a-Pyrrolidinkarbon- 
siiure, Isoleucin und Tryptophan. Doch gelang der Nach- 
weis der a-Pyrrolidinkarbonsiiure nur bei Lupinus albus; Iso- 
leucin konnte nur aus den Keimpflanzen von Vicia sativa isolier' 
werden, fehlte aber héchstwahrscheinlich auch bei Lupinus 
nicht. Auber diesen drei Stickstoffverbindungen konnten 
wir auf dem von uns eingeschlagenen Wege nur drei friher 
schon in’ jenen  Keimpflanzen nachgewiesene Aminosauren, 
niimlich Aminovalerianséure, Leucin und Phenylalanin. 
isolieren, 
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In den gleichen Keimpflanzenarten sind friiher auch 
Tyrosin, Arginin, Lysin und Histidin nachgewiesen worden. 
Doch fanden sich diese Stoffe nebeneinander nur in Pfliinzchen 
geringen Alters: aus 2—3 wochentlichen Pflinzchen war z. B. 
Tyrosin nicht zur Abscheidung zu bringen. Dies erklart sich, 
wenn man annimmt, dai manche der bei der Eiweibspaltung 
entstehenden priméren Produkte im Stoffwechsel der Pfliinzchen 
bald umgewandelt werden. Fiir diese Annahme sprechen auch 
wieder die jetzt von uns an Lupinus albus gemachten Be- 
obachtungen. Wenn man aus 6-—7tiigigen Keimpflanzen dieser 
Lupinusart Aminosduren darstelit und dieselben naher unter- 
sucht, so findet man, dab vorzugsweise Leucin vorhanden ist; 
gwel- bis dreiwochentliche etiolierte Keimpflanzen der gleichen 
Art liefern dagegen ein Aminosiiurengemenge, in welchem neben 
Aminovaleriansiiure und Phenylalanin eine relativ geringe Menge 
von Leucin sich vorfindet, offenbar deshalb, weil ein grober 
Teil des beim Eiweibzerfall entstandenen Leucins spiiter im 
Stoffwechsel der Pflanzchen umgewandelt worden ist. 

Von den bei der Spaltung der Eiweifstoffe durch Siiuren 
entstehenden Aminosiuren sind einige auch bei der jetzt von 
uns ausgefiihrten Untersuchung der Wicken- und Lupinen- 
pilinzchen nicht zum Vorschein gekommen. Als solche sind 
minichst Glykokoll, Alanin und Glutaminsiure zu nennen, 
ferner auch die Oxyaminosiiuren, deren Nachweis aber hier 
vielleicht mit Schwierigkeiten verbunden ist. 

Das Fehlen einzelner Aminosauren in dem in Keimpflanzen 
“ich vorfindenden Gemenge von Eiweibzersetzungsprodukten 
lift sich zwar durch die Annahme erkliiren, dali manche Stoffe 
<olcher Art bald nach ihrer Bildung umgewandelt werden und 
sich infolge davon in den zur Untersuchung gelangenden 
Pilinzchen nur in einer zum Nachweis nicht geniigenden 
Quantitat vorfinden; aber man kann jene Erscheinung auch noch 
in anderer Weise erkléren. Man weib, die Eiweibstoffe 
durch Trypsin auch bei vorhergegangener Einwirkung von 
Vepsinsalzsiiure nicht total in kristallinische Produkte gespalten 
verden, sondern dai dabei gewisse, der weiteren Verdauung 
‘tarken Widerstand entgegensetzende Komplexe iibrig bleiben, 
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die man als Polypeptide bezeichnet. Ks ist) nun moglich, 
dafs auch in den Pflanzen bei Einwirkung proteolytischer Enzyme 
auf die Eiweibkorper Stoffe der gleichen oder ihnlicher Ar 
neben Aminosiiuren und Hexonbasen sich bilden und daf diese 
Komplexe dann diejenigen Bausteine der Kiweibkorper ein- 
schlieBen, die in den Keimpflanzen bis jetzt nicht zum Vor- 
schein  gekommen sind. Auch das sehr spiirliche Auftreten 
mancher primiiren Eiweibzersetzungsprodukte, z. b. der Pyrro- 
lidinkarbonsiure, in den Keimpflanzen konnte man unter jener 
Voraussetzung darauf zuriickfiihren, daB der grdfte Teil dieser 
Produkte noch in den gleichzeitig gebildeten Polypeptiden ent- 
halten ist. Es wird eine bei der weiteren Untersuchung der 
Keimpflanzen noch zu lésende Aufgabe sein, diese Frage zu 
entscheiden. 

Als bemerkenswert kann wohl auch die von uns gemachte 
Beobachtung gelten, aminovaleriansaures Kupfer sich in 
Methylalkohol ebenso leicht lést wie Isoleucinkupfer und dab 
daher dieser von F. Ehrlich zur Isolierung des Isoleucins ver- 
wendete Alkohol auch bei der Trennung der aus Keimpflanzen 
darstellbaren Aminovaleriansiiure yon Leucin gute Dienste zu 
leisten vermag,. 
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Uber die bei der Hydrolyse der EiweiBsubstanz der Lupinen- 
samen entstehenden Monoaminosauren. 


Von 
E. Winterstein und E. Pantanelli. 


‘(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1905.) 


Von den pflanzlichen Eiweifisubstanzen ist bis jetzt das 
Edestin die einzige, auf deren Spaltungsprodukte die Ester- 
methode von E. Fischer angewendet worden ist. Im Hinblick 
auf die von E. Schulze und seinen Mitarbeitern im hiesigen 
Laboratorium erhaltenen Ergebnisse tiber das Auftreten von 
Aminosiiuren in Keimpflanzen mufi es als wiinschenswert be- 
zeichnet werden, zu untersuchen, welche Aminosiiuren aus den 
i den beziiglichen Samen darstellbaren Eiweifsubstanzen ent- 
sehen. Dariiber lift sich am besten mit Hilfe der Fischerschen 
Methode Aufschlub erhalten. 

Wir haben uns daher die Aufgabe gestellt, zu untersuchen, 
welche Aminosiuren aus dem Eiweif der Lupinensamen ent- 
stehen. Was die Darstellung dieser Kiweibsubstanz betrifft, so 
wurde die Methode von Ritthausen benutzt, welche bekanntlich 
darin besteht, dafi man die zerkleinerten und entfetteten Samen 
mit hdchst verdiinnter Natronlauge in der Kiilte behandelt und 
das sehwach alkalische Filtrat mit Essigsiiure neutralisiert. 
Allerdings erhilt man dabei keine einheitlichen Substanzen, 
bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich aber darum, 
die EiweiBsubstanz moglichst vollstindig zu gewinnen, weil 
es ja auf einen Vergleich der dabei erhaltenen Produkte mit 
denen in den Keimpflanzen vorhandenen ankam und weil an 
dem EiweiBumsatz wahrscheinlich doch alle vorhandenen Eiweil- 
‘toffe sich beteiligen. 
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Wir verwendeten ein aus Lupinus albus und Lupinus 
hirsutus dargestelltes Eiweibpriiparat. Die nach dem genannten 
Verfahren dargestellte EiweiSsubstanz wurde nach dem = Aus- 
fiillen mit verdiinnter Essigsiiure mit Wasser und Alkohol ausge- 
waschen, unter absolutem Alkohol entwiissert und zuletzt mit 
Ather ausgewaschen. Sie bildete ein weibes leicht zerreil- 
liches Pulver. 

Kiir die Hydrolyse verwendeten wir 200 g dieses Pulvers, 
welches mit einem Liter Salzsiure vom spezifischen Gewicht 
119 ca. 8 Stunden am Riickflubkiihler gekocht wurde. Die 
Zersetzungsfliissigkeit wurde im Vacuum zum Sirup eingedunstet, 
sodann wieder mit Salzsiiure gesiittigt, einige Kristillchen 
Glutaminsiiure hinzugefiigt und drei Tage im Eisschrank stehen 
velussen: dabei schied sich eine dunkelgefiirbte amorphe Masse 
aus, eine kristallinische Ausscheidung konnten wir nicht be- 
obachten. Wahrscheinlich verhinderten die in gréferer Menge 
vorhandenen Huminsubstanzen das Auskristallisieren der Glu- 
taminsiure. Der Sirup wurde nun samt der erwiihnten Aus- 
scheidung 3 mal mit ca. einem Liter Alkohol nach der Methode 
von Fischer verestert und die Ester mit Hilfe von Natron- 
lauge, Pottasche und Ather in Freiheit gesetzt. Bei de 
Veresterung war infolge eines Unfalls ein Teil der Substanz 
verloren gegangen. Daher erhielten wir eine relativ geringe 
Ausbeute an Estern. Die Ester wurden bei 7—8 mm Druck 
destilliert. Wir erhielten folgende Fraktionen. 


Fraktion Temperatur Gewicht 
l 20— 40° 6 g 

4)— 65° 12,4 > 

65— 85? B09 » 
lV 85—130° > 

V 130—150" 7. > 

VI 150—180" 13.8 » 
Vil 1SU~—185° 4,7 
83.6 g 


Im Kolben verblieb ein brauner Riickstand, dessen Quan- 
titait 26 g betrug. Dieser Riickstand wurde in heiBem Alkoho! 
gelést: aus der alkoholischen LoOsung schieden sich in der 
Kiilte allmiihlich Kristalle aus, deren Quantitiit nicht ausrel- 
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chend war, um eine genauere Untersuchung durchzufiihren. 
Bei der Untersuchung der einzelnen Fraktionen erhielten) wir 
folvende Ergebnisse: 


Fraktion I. 


Die 6 g Ester wurden mit Salzsiiure gesiittigt, mit etwas 
Alkohol versetzt und nach dem Einimpfen von Glykokollester- 
chiorhydrat im Eisschrank stehen gelassen. Eine kristallinische 
Ausscheidung trat nicht ein, somit war die Abwesenheit von 
Glykokoll konstatiert. Die Fliissigkeit wurde nun wiederholt 
mit Wasser eingedampft, die noch yorhandene Salzsiure mit 
Bleihydroxyd entfernt, und die vom Blei, mit Hilfe von Schwefel- 
wasserstolf, befreite Losung zur Kristallisation eingedunstet. 
Die ausgeschiedenen Kristalle wurden mit Hilfe von Kupfer- 
hyvdroxyd in das Kupfersalz verwandeit. Aus der konzentrierten 
Lisung schieden sich bliittrige Kristalle aus, welche von der 
Mutterlauge getrennt wurden. Die daraus mit Hilfe von Schwe- 
felwasserstoff regenerierte Verbindung besaf einen Gehalt) von 
14.98% N. 

0.1386 ¢g Substanz gaben 11,4 ccm N be: 18° und 724 mm. 

Da der N-Gehalt des Alanins 15,72°%)o betriigt, so lag 
wohl ein Gemisch von letzterem mit einer hoOheren Amino- 
siiure vor. Die von den_ bliittrigen Kristallen getrennte tiet- 
blau gefirbte Mutterlauge wurde nahezu zur Trockne— ein- 
gedunstet, die Kristalle auf einer Tonplatte von der Mutter- 
lange befreit. Diese Kristalle bestanden aus Alaninkupter. 
Sie besaben einen Gehalt von 26,20° Cu und 11,570 N. 
Die Theorie verlangt 26,30 °/o Cu und 11,61°/o N. 

0.200 Substanz gaben 0.0524 CuO 

0.2250 » > >» 23,6 cem N bei 720 mm und 16%. 


Fraktion IL 


Die 12,4 ¢ Ester wurden am Riickflubkiihler mit Wasser 
gekocht, aus der wiisserigen LOsung wurden vier Kristallfrak- 
tionen hergestellt. Die erste gab mit Kupferacetat einen blauen 
Niedersechlag vom Aussehen des Leucinkupfers, dasselbe wurde 
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nicht weiter untersucht. Die letzte Fraktion gab mit Kupfer- 
hvdroxyd eine tiefblaue Losung, aus dieser wurden 0,8 g 
Alaninkupfer isoliert. Die beiden mittleren Fraktionen wurden 
mit Kupferhydroxyd gekocht, die tiefblauen LoOsungen einge- 
dunstet, die ausgeschiedenen_ bliittrigen Kristalle wurden mit 
Methylalkohol ausgekocht, die tiefblaue Lo6sung vom Riickstand 
getrennt und der Methylalkohol auf dem Wasserbade verjagt. 

Der Riickstand wurde aus Wasser umkristallisiert: es 
wurden auf diese Weise 0,5g eines Kupfersalzes gewonnen, 
dessen Kupfer und Stickstoffgehalt) auf aminovaleriansaures 
Kupfer stimmte. 

0.153 g Substanz gaben 13.6 cem N bei 720 mm und 16° 

0,042) g N = 9,8%o. 
0.200 ¢ Substanz gaben 0,0532 g CuO = 0,0425 g Cu == 21,24°/0. 


Die Theorie verlangt 9,47°/o N und 21,46° Cu. 


/ 


Kraktion Il. 


Beim Kochen der Ester mit} Wasser schied sich ein 
hellvelb gefiirbtes, schwefelhaltiges Ol aus, welches nach dem 
Verseifen im Scheidetrichter von der Losung getrennt wurde: 
die Fliissigkeit wurde zur Trockne eingedunstet, der Riickstand 
mit absolutem Alkohol in’ der Wirme zweimal extrahiert. 
Die alkoholische Losung wurde mit den aus den folgenden 
Fraktionen erhaltenen vereinigt. 

Der beim Behandeln mit absolutem Alkohol verbliebene 
Riickstand wurde in heifem Wasser gelést und zur Kristalli- 
sation eingedunstet, die nach liingerem Stehen ausgeschiedenen 
Kristalle wurden von der Fliissigkeit getrennt und der Riick- 
stand nochmals aus Wasser umkristallisiert, auf diese Weise 
wurden 6 ¢ einer Aminosiiure erhalten, welche im Verhalten 
dem Leuein glich, sie sublimierte vollstiindig, eine wiisserige 
Losung der Substanz gab mit Kupferacetat eine blaue_ kristal- 
linische Ausscheidung, die Fliissigkeit war nach dem Erkalten 
nur schwach gefiirbt. Eine weitere Untersuchung wurde mil 
dieser Substanz nicht ausgefiihrt. Die Mutterlaugen vom Leucin 
wurden eingedunstet, bis eine neue Ausscheidung von Amino- 
siiuren eintrat, die ausgeschiedenen Kristalle wurden von de! 
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Fliissigkeit getrennt und aus Wasser umbkristallisiert, es resul- 
jerten blendend weibe Blattchen von einheitlichem Aussehen, 
yon diesen wurde eine Elementaranalyse und eine N-bestimmung 
nach Dumas mit folgendem Ergebnis durchgefihrt: 

0.2010 g Substanz gaben 0,184) g H,O und 04062 g CO, 

= 10,14°%o H und 55,11°%o C. 

0.2220 g¢ Substanz gaben 22,2 ccm Gas bei 716 mm und 16% = 10.95%. 

Aus der Formel C,H,,NO, berechnet sich ein Gehalt von 
10,010 H, 54,91°/o C und 10,68°/o N. Obige Zahlen stimmen 
also gut auf Leucin. Die Kristalle wurden mittels Kupferhydroxyd 
in das Kupfersalz verwandelt, die ausgeschiedenen Kristalle ge- 
trocknet und mit warmem Methylalkohol behandelt, wobei eine 
plau gefiirbte Losung resultierte, die vom Ungelosten getrennte 
methvlalkoholische Losung wurde eingedunstet, es hinterblieben 


0.3 ¢ eines Kupfersalzes, dessen Cu-Gehalt 19,64°/o0 betrug. 
0.2500 g Substanz gaben 0,0615 g CuO = 0.0491 ¢ Cu. 


Da nach den Angaben von F. Ehrlich?) und auch nach 
den in unserem Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen das 
Kupfersalz des gewOhnlichen Leucins im Methylalkohol unloshich 
ist. so schloh das analysierte Leucinpriiparat etwas Isoleucin ein. 


Fraktion IV. 


Die Ester wurden mit Ather und Wasser geschiittelt, um 
den Phenylaninester abzuscheiden, die wiisserige LOsung am 
hiickflubktihler gekocht, wobei auch hier eine kleine Menge 
vines schwefelhaltigen Ols scheinbar unverseift zuriickblieb, die 
davon getrennte wasserige Losung der Aminosiiuren wurde zur 
Trockne eingedunstet, der Riickstand mit absolutem Alkohol 
awusgekocht. Die aus dieser Fraktion erhaltene alkoholische 
Losung wurde mit derjenigen der vorhergehenden Fraktion ver- 
einigt und der Destillation unterworfen: beim Behandeln des 
Destillationsriickstandes mit absolutem Alkohol in der Wirme 
verblieb noch ea. 1,5 g eines kristallinischen Riickstandes: die 
wkoholische Lésung gab 7 g eines Sirups, den wir nicht zur 
Aristallisation bringen konnten. Der Sirup wurde mit Kupfer- 
hydroxyd gekocht und die entstandenen Kupfersalze nach 


') Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XXXVII, S, 1809. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 5 
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EK. Fischer mittels Alkohol getrennt. Es wurde eine kleine 
Menge des im Alkohol unloslichen Kupfersalzes der racemischen 
Pyrrolidinkarbonsiiure erhalten. Das in Alkohol l6sliche Kupfer- 
salz gab nach dem Zerlegen mit Schwefelwasserstoff einen Sirup, 
der nicht kristallisieren wollte: ein Teil des letzteren wurde 
mit Phenylisocvanat und Lauge behandelt und die dabei erhaltene 
Verbindung mittels Salzsiiure in das Anhydrid tbergefiihrt, wir 
erhielten nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser ein 
in schOnen Nadeln kristallisierendes, bei 142° schmelzendes 
Produkt. Nach E. Fischer schmilzt das Hydantoinderivat der 
a-Pyrrolidinkarbonséure bei 145°. 


Fraktion V und VI. 

Die Ester wurden nach den Angaben Fischers auf Phenyl- 
alanin, Asparaginsiiure und Glutaminsaure verarbeitet. Es wurden 
Phenylalanin, 8 g Asparaginsadure und 0,2 Glutaminsiiure 
erhalten. 

Ein Versuch, aus diesen Fraktionen Serin mittels Naphtalin- 
sulfochlorid!) zu isolieren, verlief resultatlos. 


Fraktion VIII. 

Das Estergemisch erstarrte nach kurzer Zeit kristallinisch. 
Dasselbe schloB anscheinend noch kleine Mengen Phenylalanin 
ein. Eine weitere Untersuchung der in dieser Fraktion ent- 
haltenen Aminosiiuren haben wir noch nicht durchgefiihrt. Es 
ist wohl nicht ausgeschlossen, dali die Untersuchung der hoheren 
Fraktionen noch allerlei interessante Ergebnisse liefern wird. 


Da das Konglutin beim Kochen mit Lauge und Bleies=ig 
Bleisulfid gibt, so war auch zu priifen, ob dieser Kiweibkorper 
bei der Spaltung mit Siuren Cystin liefert. Zur Isolierung dieses 
schwefeihaltigen Koérpers beniitzten wir das von Patten?) an- 
gvegebene Verfahren. Die durch 10stiindiges Kochen von Kon- 
glutin mit ca. 35°/oiger Schwefelsiiure erhaltene Fliissigkeit 
wurde mittels Baryt von der Schwefelsiiure befreit, die erhaltene 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 489. Siehe auch E. Fischer 
und P. Bergell, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1902, 5. 377! 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 5. 353. 
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Ljsung eingeengt und mit Merkurisulfat bei Anwesenheit von 
s-hwefelsiiure gefallt; der mit Schwefelséure ausgewaschene 
und gut abgeprebte Niederschlag lieferte nach dem Zersetzen 
mit Schwefelwasserstoff und Eindunsten eine dunkelgefiirbte 
Fliissigkeit, aus welcher sich allmahlich sechsseitige Tafelchen 
aysschieden, welche die Bleireaktion gaben. Durch diesen Befund 
ist auch die Anwesenheit des Cystinkomplexes im Konglutin 
erwiesen. Die auf diesem Wege erhaltene Cystinmenge war 
aber im Vergleich zum Schwefelgehalt des Konglutins so gering, 
da man wohl auch die Anwesenheit anderer schwefelhaltiger 
Gruppen annehmen muB. Im Einklang mit dieser Auffassung 
steht wohl die Bildung eines scheinbar nicht verseifbaren 
<chwefelhaltigen Ols, das sich in den Fraktionen TH, II und IV 
in nicht unbetriichtlicher Menge vorfand. Auch beim Zersetzen 
eines aus Kolostrum dargestellten schwefelreichen Albumins be- 
obachteten wir in unserem Laboratorium das Auftreten eines 
schwefelhaltigen Ols, auch bei diesem Eiweifkirper war die 
Ausbeute an Cystin eine sehr geringe. 

Da das Konglutin die Molischsche Reaktion mit a-Naphtol 
uid Schwefelsiiure gibt, so wurden auch Versuche angestellt, 
reduzierende Substanz aus dem Konglutin abzuspalten. Die 
Versuche verliefen aber resultatlos. Da beim Behandeln der 
samen mit Laugen auch Hemizellulosen in Losung gehen konnen, 
x» sollen diese Versuche mit pflanzlichen EiweiBsubstanzen 
durchgeftihrt werden, welche sich aus den Samen durch Extraktion 
mit Kochsalz gewinnen lassen. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Aus den bei der Hydrolyse der Eiweibsubstanzen der 
Lupinensamen entstehenden Produkte konnten folgende Mono- 
wninosdiuren isoliert werden: Alanin, Aminovaleriansiure, 
Leucin, Isoleucin, a-Pyrrolidinkarbonsiure, Phenyl- 
ilanin, Asparaginséure, Glutaminsiiure und Cystin. 
Auf Tyrosin haben wir nicht gepriift, da dasselbe schon frither 
von E. Schulze!) unter den Spaltungsprodukten des von uns 
untersuchten EiweiBkérpers nachgewiesen worden ist. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 65. 
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OS Winterstein und Pantanelli, Uber Monoaminosiiuren. 


Von besonderem Interesse ist der Nachweis, dab a-Pyrrolidin- 
karbonsiure in ansehnlicher Menge sich vorfand, wahrend ip 
den Keimpflanzen der Lupine diese Aminosaure nur in aufers; 
kleiner Menge gefunden werden konnte. Es ist daher nich; 
unwahrscheinlich, beim Abbau der Eiweibstoffe dey 
Keimpflanzen ein Polypeptid, welches diese Aminosiure ein- 
schliebt, gebildet wird. 

Ferner ist von Interesse der Nachweis der Aminovalerian- 
siiure unter den Spaltungsprodukten der von uns untersuchten 
Eiweibsubstanz, diese Aminosiiure ist in den Keimpflanzen schon 
vor langer Zeit nachgewiesen worden, tiber ihre Bildungsweise 
in den Keimpflanzen konnte man bisher verschiedener Meinung 
sein:') nachdem sie aber auch bei der Spaltung des beztiglichen 
KiweiBkorpers mit Salzsiure erhalten werden konnte, kann woh! 
kein Zweifel mehr dariiber bestehen, dab sie auch in den Keim- 
pflanzen als primiires Produkt des Eiweibabbaues entsteht. Da 
die von uns untersuchte Eiweifsubstanz stark die Reaktion 
mit Glyoxalsiiure und Schwefelsiure auf Tryptophan gibt, so 
darf man wohl auch die Anwesenheit dieser Stickstofiverbindung 
als Baustein des Konglutins ansehen. 

Der Nachweis des Isoleucins unter den Spaltungsprodukten 
der von uns untersuchten Eiweifbsubstanz ist ein weiteres bei- 
spiel fiir das Auftreten dieser Aminosiiure unter den Produkte 
des Eiweibabbaues. Es sei hier darauf hingewiesen, dah schon 
KE. Schulze und A. Likiernik?) es ftir moglich erklart haben. 
daf unter den Spaltungsprodukten der Eiweibstoffe neben dem 
gewohnlichen Leucin (a-Aminoisobutylessigsiiure) noch cine 
andere Aminokapronsiiure sich vorfindet. Sie machen daraui 
aufmerksam, dafi man erst nach wiederholtem Umkristallisieren 
des Rohleucins reine a-Aminoisobutylessigsiiure erhiilt und da’ 
bei diesem Umkristallisieren ein etwa noch vorhandenes Leucin 
vollstiindig in die Mutterlauge tibergeht. 


Loew nimmt an, daf die Aminovaleriansiure aus dem Leucin 
hervorgehen kann. Die chemische Energie der lebenden Zelle, 1899, S. 41. 
*) Diese Zeitschrift, 1893. Bd. XVII, S. 534. 
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Zur Kenntnis der aus Ricinussamen darstellbaren Eiweib- 
substanzen. 
Von 
Winterstein. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2s. April 1905.) 


Wie von E. Schulze und mir’) nachgewiesen worden 
ist, bildet sich in den Keimpflanzen der Ricinussamen Ricinin 
C.H.N,O,. Da es fiir modglich erklart werden mub, daf die 
Bildung dieser Base mit dem Abbau der Eiweifstoffe wihrend 
des Vorgangs der Keimung zusammenhiingt, so war es von 
Interesse, zu untersuchen, ob unter den Spaltungsprodukten, 
die man bei Hydrolyse der aus Ricinussamen darstellbaren 
Kiweibstoife andere eigentiimliche Stickstoffverbindungen erhiilt. 
Die von mir in dieser Richtung ausgefiihrten Versuche fiihrten 
in der Tat zur Auffindung einer Stickstoffverbindung, welche 
in ihrer Zusammensetzung mit derjenigen des Lysins_ tber- 
einstimmte, in dem Verhalten aber in einigen Punkten vom 
Lysin nicht unwesentlich abwich. 

Durch Extraktion der entfetteten Ricinussamen mit  ver- 
diinnter Lauge gehen gréfere Mengen von Eiweibsubstanzen in 
Losung, es wurde daher zur Darstellung der Eiweifsubstanzen 
die Methode von Ritthausen benutzt. Ich verfuhr wie folgt: 
die grob gemahlenen Samen wurden mit Ather moglichst voll- 
stindig entfettet, der dabei verbliebene Riickstand nochmals 
zerkleinert, in mehrere grobe Zylinder verteilt und mit 0,2°/oiger 
Lauge 24 Stunden digeriert, die triibe Fliissigkeit wurde durch 
Dekantation vom Riickstand getrennt und letzterer so oft mit 
verdiinnter Lauge (0,5°/o) behandelt, bis eine Probe der Losung 


‘) Uber das Vorkommen von Ricinin in jungen Ricinuspflanzen, 
Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 211. 
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mit Essigsiiure keine Fiallung mehr gab. Da die Filtration dey 
alkalischen Fliissigkeit nicht durchfithrbar war, wurde diese 
triibe Losung mit Essigsiiture angesiiuert, der Niederschlag ay! 
ein Filter gesammelt, mit Wasser wiederholt ausgewaschen 
und dann mit absolutem Alkohol und Ather entwiissert. Es 
resultierte so ein hellgraues, zerreibliches Pulver. 

200 g dieser Substanz wurden durch Sstiindiges Kocher 
mit konzentrierter Salzsiure zersetzt, die braune Zersetzungs- 
fliissigkeit mit Wasser verdiinnt und mit ca. 50 cem konzen- 
trierter Phosphorwolframsiurelésung versetzt, die dabei ent- 
standene dunkle Fiillung wurde durch Filtration von der nur noc; 
schwach  gefiirbten Fliissigkeit getrennt und letzterer so viel 
Phosphorwolframsiiurelésung zugefiigt, bis auf weiteren Zusatz 
erst nach einiger Zeit eine Fillung auftrat. Diese Fallung 
wurde nach 2tiigigem Stehen von der Fliissigkeit getrennt. 
Ehe ich nun die Darstellung der Base beschreibe, will ich nur 
einige Worte iiber die Verarbeitung des aminosiurenhaltigen 
Filtrats mitteilen. Die saure Losung wurde zuniichst auf dem 
Wasserbade konzentriert, wobei sich eine grofe Menge von 
kristallinischen Phosphorwolframaten ausschied, welche von der 
Fliissigkeit getrennt und mit Wasser etwas ausgewaschen wurden. 
Diese kristallinischen Wolframate lésten sich zum groben Teil 
in Alkohol auf: der im Alkohol unldsliche Riickstand und der 
im Alkohol lésliche wurden getrennt in bekannter Weise mit 
Baryt zersetzt, der geliste Baryt mit Schwefelsiiure quantitatiy 
ausgefiillt, die Fliissigkeiten beinahe zur Trockne eingedunstet: 
die ausgeschiedenen Kristalle wurden auf Tonplatten von der ge- 
ringen Menge Mutterlauge befreit, es resultierten weibe gliinzende 
Bliattchen, die vorliiufig nicht weiter untersucht wurden. — Die 
von den kristallinischen Wolframaten getrennte saure Fliissig- 
keit wurde in der Wiirme mit Baryt schwach alkalisch gemacht. 
die farblose Losung von dem schwach blau_ gefiirbten Nieder- 
schlag getrennt, letzterer sodann mit viel Wasser ausgekocht, 
auf der Nutsche abgesogen und gut ausgewaschen, die LOsung 
wurde durch Schwefelsiiure vom gelésten Baryt befreit und 
zur Sirupkonsistenz eingedunstet. Der schwach gelb gefirbte 
Sirup wurde nun nach der Methode von E. Fischer verestert. 


% j 
4 
] 
4 
q 
q 


Zur Kenntnis der aus Ricinussamen darstellbaren Eiweifisubstanzen. 4 1 


Rei der Destillation der erhaltenen Ester unter einem Drucke 
you & mm wurden 4 Fraktionen erhalten, welche beim Ver- 
-eifen Aminosiiuren lieferten, die allem Anschein nach die be- 
kannten Monoaminosiuren einschlossen. 

Was nun die Verarbeitung des Phosphorwolframsiiure- 
niederschlages anbelangt, so ist folgendes anzugeben. Die Zer- 
-etzung dieser gut mit 5°/oiger Schwefelsiiure ausgewaschenen 
Fiillung geschah in bekannter Weise mit Baryt: um die grofen 
Mengen Ammoniak, die bei dieser Eiweibzersetzung auftraten, 
auszutreiben, wurde wihrend 48 Stunden ein starker Luftstrom 
durch die Basenlosung durchgeleitet, so dab eine herausge- 
nommene abfiltrierte Probe mit Nesslerschem Reagens nur 
noch eine schwache Gelbfiirbung gab. Die Fliissigkeit wurde 
nun vom Niederschlag abgesogen, letzterer mit Wasser ver- 
rieben und wieder abgenutscht, die vom Baryt befreite Basen- 
lisung wurde mit Salpetersiure neutralisiert und die Basen 
nach der Methode von Kossel und Kutscher getrennt. Zur 
Reindarstellung des Histidins fiillte ich die beim Zersetzen des 
Histidinsilberniederschlages mit Schwefelwasserstoff erhaltene 
konzentrierte Losung mit Mercurisulfat nach den Angaben von 
Kossel und Patten?) aus; trotzdem ich, wie bemerkt, bei 
dieser Ausfillung eine sehr konzentrierte Losung verwendete 
und die mit Quecksilbersulfat versetzte Losung liingere Zeit 
tehen lieB, enthielt doch die vom Quecksilbersulfat getrennte 
Fliissigkeit eine betriachtliche Menge einer Base, welche daraus 
in folgender Weise isoliert wurde. Aus der LOsung wurde das 
uecksilber mit Hilfe von Schwefelwasserstoff und die Schwefel- 
sire durch Baryt quantitativ ausgefallt,?) die farblose Basen- 
iosung wurde mit Salzsiiure neutralisiert und zur Kristallisation 
eingedunstet, aus dem Sirup schieden sich allmiéhlich lange 
von Mutterlauge durchsetzte Nadeln aus. Ob hier der Aus- 
fullung entgangenes Histidin oder ob eine vom letzteren ver- 
<chiedene Base vorlag, vermag ich zur Zeit noch nicht zu sagen. 

Die Lysinfraktion behandelte ich in etwas anderer Weise, 
ws es von Kossel und Kutscher angegeben ist. Die Fliissig- 

Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 41. 

Der Niederschlag wurde mit heifem Wasser gut ausgewaschen. 
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E. Winterstein. 


keit, in welcher das Lysin enthalten sein mubte, wurde mii 
Salzsiiure ganz schwach sauer gemacht und bis zur Sirup- 
konsistenz eingedunstet: nach liingerem Stehen tiber Natron- 
kalk erstarrte die Masse nahezu vollstiindig, sie wurde nun 
wiederholt mit Methylalkohol ausgekocht, wobei der grobte Tei! 
in Losung ging: die methylalkoholische Losung gab nach dein 
Kindunsten Kristalle, die sich als Lysinchlorid erwiesen. Das- 
selbe wurde durch sein’ charakteristisches Platindoppelsalz 
identifiziert. Das in Methylalkohol unlosliche Chlorid hatte ein 
etwas anderes Aussehen, als das gewOhnliche Lysinchlorid, es 
bestand aus kugligen Aggregaten. Die Quantitiit der in be- 
schriebener Weise isolierten Substanz betrug 0,3 g: da diese 
Quantitat fiir eine weitere Untersuchung nicht ausreichte, wurden 
noch ca. 300 g Eiweif in gleicher Weise und ferner 150 g durch 
Kochen mit Schwefelsiiure nach Kossel und Kutscher zersetzt. 
Im letzteren Falle trennte ich das Arginin und Histidin mit 
Silbernitrat und Baryt, ohne vorhergehende Fallung der Basen 
mit Phosphorwolframsiure: ich erhielt nun O,8 g Substanz. 
welche noch kleine Menge Ammonchlorid einschlossen. Die 
Gesamtmenge wurde in moglichst wenig Wasser gelOst, mil 
einer absolut alkoholisehen Losung von Platinchlorid versetzt, 
wobei einige Milligramme Ammoniumplatinchlorid sich  aus- 
schieden, welche von der Fliissigkeit getrennt wurden: aus 
der verschlossen aufbewahrten Lésung schied sich auch aul 
Zusatz von absolutem Alkohol kein weiteres Platindoppelsalz 
aus, auf Zusatz von Ather entstand eine sirupdse Ausscheidung. 
die Losung trocknete im Exsikkator zu einer amorphen elastischen 
Masse ein. Diese wurde in Wasser gelést, durch Schwefel- 
wasserstolf vom Platin befreit, die saure Losung eingedunste! 
und iiber Natronkalk aufgestellt, bis nur noch eine kleine Menge 
Mutterlauge verblieb, die ausgeschiedenen Kristalle wurden aul 
einer Tonplatte von der Mutterlauge befreit und einmal au- 
Wasser umkristallisiert. 

Die so erhaltene Substanz besaf folgende Eigenschaften 
Sie war optisch aktiv. Bei der Bestimmung des spezifischen 
Drehungsvermobgens erhielt ich folgendes Ergebnis. Eine 
wiisserige LOsung der Substanz, welche in 10 ccm 0,6 g enl- 
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hielt, drehte im 200 mm Rohr 4,5° nach rechts, daraus be- 

rechnet sich (ajp = + 12,9". Die wasserige Lisung zeigte 

folvende Reaktionen: 

Phosphorwolframsaure . . Weife, im Uberschuf\ unlisliche. beim Er- 
wirmen lisliche Féallung. 

. . Gelbliche Fallung, von gleichem Verhalten 
wie obige. 


Pikrinsdure. . 0) 
Goldchlorid ....... 0) 
Platinchlorid ....... () 
Quecksilberchlorid . . . () 
Mercurisulfat. ...... 0) 


Gerbsiure--Natronlauge . . Amorphe Fillung. 
Kaliumquecksilberjodid. 0 
Nefilers Reagens. . . . . Weife Fallung. 
Guecksilberchlorid-+-Lauge. > 
Kaliumwismuthjodid. . . . Zinnoberrote, stark glinzende kristallinische 
Fallung. 

Bei der Analyse der tiber Natronkalk getrockneten Sub- 
erhielt ich folgende Zahlen: 
).1464 g Substanz?) gaben 01800 g CO, und 0,0947 g H,O 

Daraus berechnet sich ein Gehalt von 33,54°/o C und 7.24% o Ti 

0.0979 g Substanz gaben 11,5 ccm Gas bei 19° und 711 mm = 12,8°%0 N 


» > > 10.95 » > » 199 » 730 » N 
» > 0.1486 g AgCl 32,38 °/o Cl. 


Diese Zahlen stimmen mit Ausnahme des Kohlenstoff- 
gehaltes sehr gut auf Lysindichlorid. 


Berechnet fiir C,H,,N,O, 2 HCI: Gefunden : 
CG = 32,90°/o C = 33,54%o 
H = H = 7,24°%o 
N = 12.81%), N = 12.809) 
Cl = 32,36/o Cl = 32.38% 
Bedenkt man, dafi die Kohlenstoffbestimmung von chlor- 
haltigen Substanzen etwas zu hoch ausfallen kann — wegen 


Substanzmangels wurde die Analyse nicht wiederholt —, so ist 


') Hierzu wurde die bet Polarisation benutzte LOsung eingedunstet. 
*) Die Substanz wurde mit Bleichromat unter Vorlegung eine 
Kupfer- und Silberspirale verbrannt. 
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man auf Grund des Analysenergebnisses wohl berechtigt, an- 
zunehmen, daf} die in beschriebener Weise isolierte Substanz 
ein Isomeres des Lysins!) ist. Das erhaltene Dichlorid weich 
allerdings nur Verhalten gegeniiber Platinchlorid, mit 
welchem kein kristallinisches Doppelsalz erhalten werden konnte, 
und ferner im Verhalten gegeniiber Kaliumwismuthjodid ab: 
mit letzterer Verbindung gibt das salzsaure Salz eine in sechs- 
seitigen Tiifelchen kristallisierende dunkelrote, diamantgliinzende 
Doppelverbindung. Die kristallinische Fiillung iritt noch bei 
Anwendung von einem Milligramm Substanz sofort auf. Die 
Substanz weicht ferner noch im Schmelzpunkt vom Lysin- 
dichlorid ab.  Wiihrend das gewohnliche Lysindichlorid 
194° sehmilzt, begann das in beschriebener Weise von mir 
dargestellte schon bei 155° zu sintern und schmolz bei 160°, 
bei 162° trat Aufschiiumen ein. 

Zur Isolierung des in Lede stehenden Korpers benutzte ich 
Methvlalkohol, in welchem das sauer reagierende Dichlorid des 
Lysins unlodslich ist. Wie eben gesagt, wurde die aus der Lysin- 
fraktion erhaltene Basenlosung mit Salzsaure bis zur schwach 
sauren Reaktion versetzt: daher war es moglich, daf nicht alles 
vorhandene Lysin in das Dichlorid verwandelt wurde: da aber das 
neutral reagierende Monochlorid des Lysins im Methylalkoho! 
sich nicht lost, so mu es fiir wahrscheinlich erklirt werden, 
dali der beim Behandeln der Chloride mit Methylalkohol ver- 
bliebene Riickstand noch etwas Lysinchlorid einschlob. Der 
grofte Teil aber bestand wohl aus einem in seinen Reaktionen 
vom Lysin abweichenden Koérper. Wiire dies nicht der Fall 
gewesen, so wiirde ich nicht schon mit einem Milligramm 
dieses Riickstandes die charakteristische rote kristallinische 
Fiillung mit Kaliumwismuthjodid erhalten haben. 

Ich habe eine ganze Reihe Lysine verschiedener Herkuntt 
heziiglich des Verhaltens gegeniiber Kaliumwismuthjodid gepriil! 
und mich dabei tiberzeugt, daf keines derselben mit dem ge- 
nannten Reagens eine Fiillung gibt. Ich bin den Herren Kossel. 


1) Kutseher und Lohmann weisen in ihrer Arbeit iiber dic 
Pankreasselbstverdauung auf die Existenz verschiedener Lysine hin. Diese 


Zeitschrift. Bd. XLT (1904), S. 339. Siehe auch Bd. XLIV, S. 383. 
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Kutscher, Siegfried, Abderhalden zu grobem Dank fiir die 
Zusendung einiger Lysinpriparate verpflichtet, insbesondere aber 
mochte ich Herrn Dr. Schenk fiir die Uberlassung einer griferen 
Kollektion von Lysinpriiparaten verschiedener Herkunft meinen 
besten Dank aussprechen. 

Die weitere Fortfiihrung der Untersuchung dieses Korpers 
diirfte aber vielleicht deshalb auf Schwierigkeiten stoben, als 
man so geringe Ausbeuten der beziiglichen Substanz erhiilt. 
Der Weg, um diese in ihrem Verhalten vom Lysin abweichende 
Substanz vom letzteren vollstandig zu trennen, ist durch das 
Verhalten der beiden Chloride gegen Kaliumwismuthjodid ge- 
seben. Ich wiirde diesen Weg schon eingeschlagen haben, 
wenn ich geniigend Substanz zur Verfiigung gehabt hiitte. 

Ich erwiihne noch, dali ich behufs Abkiirzung der Dar- 
stellung des in Rede stehenden Koérpers in einem Falle wie 
folgt verfuhr: Ein Kilogramm entschiilter Ricinussamen wurden 
entfettet, fein gemahlen, mit Wasser, um das Ricinin zu ent- 
fernen, ausgekocht, der nun verbliebene Riickstand mit Salz- 
siure gekocht und im weiteren, wie oben angegeben, ver- 
fahren. Ich erhielt dabei aber kein Chlorid, welches mit Kaliuim- 
wismuthjodid eine Fiillung gab. 

Vielleicht findet sich dasselbe in den in Wasser léslichen 
EiweiBsubstanzen, welche sich beim Eindunsten des wisserigen 
Extraktes allmahlich ausschieden. 

Ubrigens sei noch darauf aufmerksam gemacht, daB die 
aus verschiedenen Mustern der gleichen Samenarten dargestellten 
Kiweibpraparate auch bei gleicher Behandlung zuweilen recht 
verschiedene Ausbeuten an einzelnen Basen geben. Wiihrend 
z. B. die aus Erbsen darstellbare Eiweibsubstanz, das Legumin, 
in einem Falle 5°/o Lysin gab, lieferte ein aus einer anderen 
Erbsensorte dargestelltes Eiweibpriiparat bei der in gleicher 
Weise ausgefiihrten Spaltung nur ungefihr 2°/o Lysin. 

Das von mir aus den Ricinussamen mit Natronlauge isolierte 
enthielt nur 13.6°/o Stickstoff:; es ist denkbar, 
(ah dasselbe noch kleine Mengen Kohlenhydrate einschlob, welche 
durch die Natronlauge in Loésung gegangen waren. Dieses 
“iweifpraparat lieferte beim Zersetzen mit Situren groBere Aus- 
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beuten an Arginin, als andere aus Pflanzensamen darstellbare 
Eiweifsubstanzen; in einem Falle betrug die Ausbeute an Arginin 
16,6°/o. Im Einklang mit diesen hohen Ausbeuten an Arginin 
steht auch der grobe Gehalt an Stickstoff, welcher in den Phosphor- 
wolframsaureniederschlag eingeht; dieser auf den «Huminstick- 
stoff», den Ammoniakstickstoff und die Basen entfallende Stick- 
stoff betrug 39°/o des Gesamtstickstoffs des in beschriebener 
Weise isolierten Eiweibpriiparates. 
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Uber ein Verfahren zur tsolierung des Lysins. 
Von 


E. Winterstein. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1905.) 


Bei der Untersuchung der basischen Spaltungsprodukte 
der aus Ricinussamen darstellbaren Eiweifsubstanzen — (siehe 
vorhergehende Arbeit) — wurde die Beobachtung gemacht, dab 
das Lysin mit Neblerschem Reagens, beziehungsweise mit 
Quecksilberchlorid bei Anwesenheit einer fixen Base eine weibe 
Fillung gibt; es verhalt sich also das Lysin in dieser Beziehung 
wie das Arginin beziehungsweise das Histidin. Da man nun 
diese beiden letzten Basen nach dem Verfahren von Kossel 
und Kutseher leicht vom Lysin mit Hilfe von Silbernitrat und 
Baryt trennen kann, so kann man die Fiallbarkeit des Lysins 
durch Quecksilberchlorid bei Anwesenheit von Baryt zur Ab- 
<cheidung des Lysins benutzen. Folgende Versuche beweisen, 
dai man mit Hilfe von Quecksilberchlorid und Baryt das Lysin 
unter Umstinden ziemlich vollstindig aus Basengemischen ab- 
scheiden kann. 

Versuch [. 0,2 ¢ Lysindichlorid wurden mit 0,1 ¢ Arginin- 
nitrat gemischt, aus der wisserigen Losung dieses Gemisches 
wurde das Arginin mit Silbernitrat und Baryt abgeschieden; 
die vom Silberargininniederschlag getrennte Fliissigkeit wurde 
nach Entfernung des Silbers mit einer konzentrierten LOsung 
von Mercurichlorid versetzt, die dabei entstandene Fiallung wurde 
nach 24stiindigem Stehen auf ein Filter gebracht, gut ausge- 
waschen, mit salzsiurehaltigem Wasser verrieben und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die vom Quecksilbersulfid getrennte 
Fliissigkeit wurde zum Sirup eingedunstet. Es wurden in dieser 
Weise 0,170 g Lysindichlorid wiedergewonnen. 

Versuch II. 0,2 g Lysinchlorid wurden mit einer kleinen 
Menge Histidin und Arginin gemischt, die beiden letzten Basen 
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nach Kossel und Kutscher getrennt und das in Losung ver- 
bliebene Lysin in gleicher Weise abgeschieden, wie bei Versuch | 
angegeben. Ist. 

Versuch Hl. 0,5 g Lysinchlorid wurden in 100 ccm Wasser 
gelost, mit soviel einer konzentrierten LOsung von Quecksilber- 
chlorid versetzt, bis eine herausgenommene Probe eine gelbe 
Fiillung gab, die Fliissigkeit wurde nun mit Baryt im geringen 
UberschuB versetzt, die entstandene Fiillung nach 24 stiindigem 
Stehen abfiltriert, nahezu barytfrel gewaschen und mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Es wurden in dieser Weise 0,499 g Lysin- 
chlorid wiedergewonnen. Die vom Quecksilberniederschlag ge- 
trennte LoOsung wurde mittels Schwefelsiiure vom Baryt befreit, 
die Spuren vorhandenen Quecksilbers mit Schwefelwasserstot! 
entfernt und die Fliissigkeit mit Salzsaure versetzt; es hinter- 
blieb eine diuBerst kleine Menge eines Riickstandes, der zum 
grobten Teil aus anorganischen Salzen?) bestand. 

Ob sich dieses Verfahren zur Abscheidung des Lysins aus 
Kiweibzersetzungsprodukten, ohne vorhergehende Abscheidung 
des Basengemisches mit Phosphorwolframsaure cignet, erscheint 
zWweifelhaft,2) da ein Gemisch von Aminosiiuren beziehungsweise 
reines Leucin mit Mercurichlorid und Baryt bei gewissen Menge- 
verhiiltnissen dieser beiden letztgenannten Reagentien allerdings 
nicht sofort gefallt wird; erwiirmt man aber die barythaltige Leucin- 
losung, welche keinen UberschuB an Mercurichlorid enthiilt, so tritt 
alsbald eine Fiillung auf. Hingegen diirfte dieses Verfahren woh! 
geeignet sein, das Lysin zur Abscheidung zu bringen, wenn 
man die Basen vorher mit Phosphorwolframsaure von den Amino- 
siiuren getrennt hat. Da, wie ich mich iiberzeugt habe, das 
Kadaverin, das Putresein, das Ornithin, welche auch in die 
Lysinfraktion eingehen, mit Mercurichlorid und Baryt gefalit 
werden, so kann man diese Basen vom Lysin in der angegebenen 
Weise nicht trennen. 


Herrithrend vom Baryt. 
2) Dieses Verfahren diirfte sich aber wohl zur Abscheidung des 
Lysins aus pflanzlichen Objekten eignen. 
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ber das spezifische Drehungsvermogen einiger aus Pflanzen 
dargestellten Tyrosinpraparate. 


Von 


E. Schulze und E. Winterstein. 


Aus dem agrikaltur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zurich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2s. April 1905.) 


In einer vor drei Jahren publizierten Abhandlung !) teilten 
wir Resultate mit, die bei der Untersuchung einiger aus den 
Keimptlanzen von Cucurbita Pepo und aus Kartoffelknollen dar- 
gestellten Tyrosinpraparate erhalten worden waren. Diese Prii- 
parate zeigten ein relativ hohes spezifisches Drehungsvermogen 
als wir ihre Losung in 4°/oiger Salzsiiure im Soleil-Ventzkeschen 
Polarisationsapparat untersuchten, wurde |a|D" gleich — 14,6 
his — 16.1° gefunden, wiihrend Emil Fischer?) bei Anwendung 
des gleichen Losungsmittels fiir ein durch Spaltung von Casein 


durch Salzsiiure dargestelltes Tyrosinpriiparat | = — 12,56°, 
fiir ein zweites Priparat |a|D*? = — 13,2° fand (ein noch 
niedrigeres Resultat, niamlich |a@|D = — 11,6° erhielten wir 


bei Untersuchung von Tyrosin, welches ebenfalls durch Spaltung 
einer Eiweifisubstanz mittels Salzsiiure gewonnen worden war). 
bei Mitteilung jener Resultate wiesen wir aber darauf hin, dal) 
Emil Fischer (loc. cit.) bei der Spaltung von racemischem 
Tyrosin in die optisch aktiven Komponenten ein rechtsdrehendes 
Priiparat erhalten hat, fiir welches bei Anwendung des gleichen 
Losungsmittels |D* -+- 16,4° gefunden wurde; dieses Prii- 
parat drehte also noch etwas stiirker nach rechts, als das von 
us aus Kartoffelknollen dargestellte Tyrosin nach links. Fir 
‘liese Differenzen wiirde man, wie an jener Stelle von uns aus- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 299. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXXII. S. 3646. 
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gesprochen wurde, eine Erklarung haben, wenn man annehmen 
konnte, dali den bei der Spaltung von Eiweibstoffen durch 
Siiuren erhaltenen Tyrosinpriiparaten racemisches Tyrosin in 
wechselnder Quantitiit beigemengt ist. 

In unserer Abhandlung teilten wir mit, dali es in unserer 
Absicht liege, aus den Knollen von Dahlia variabilis, einem an 
Tyrosin relativ reichen pflanzlichen Objekt, noch ein Préaparat 
dieser Aminosiiure darzustellen und auf sein spezifisches Drehungs- 
vermogen zu untersuchen. Dahliaknollen, die wir im Friihjahr 
1903 verarbeiteten, gaben eine sehr geringe Ausbeute an Tyro- 
sin: besser war die Ausbeute aus Knollen, die wir im folgenden 
Jahre untersuchten. Die Darstellung des Tyrosins aus letzteren 
geschah in folgender Weise: Die zerriebenen Knollen wurden 
mit kochendem 80°/sigen Alkohol behandelt. Das durch Filtration 
vom Ungelésten getrennte Extrakt unterwarfen wir der Destilla- 
tion: der dabei erhaltene Riickstand wurde in Wasser aul- 
genommen, die Losung zur Reinigung zuerst mit Tannin, spiter 
noch mit Bleiessig versetzt. Dem Filtrat vom Bbleiniederschlag 
wurde Mercurinitrat in schwachem Uberschu$, sodann zur Ab- 
stumpfung der Saure noch etwas Natriumkarbonat zugefiigt. Die 
dadurch erzeugte Fiillung wurde nach Verlauf einiger Tage ab- 
liltriert, ausgewaschen, dann in Wasser verteilt und durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelqueck- 
silber lieferte, nachdem es mit Ammoniak neutralisiert und so- 
dann im Wasserbade stark eingeengt worden war, eine aus 
Tyrosin bestehende Ausscheidung. Da dieses Produkt noch 
ziemlich stark gefiirbt war, so lOsten wir es verdiinnter 
Ammoniakfliissigkeit und fiigten der Losung unter Umschiitte!n 
etwas Bleiessig zu. In den dadurch hervorgebrachten Mieder- 
schlag ging neben einem kleinen Teile des Tyrosins die fiirbende 
Substanz ein. Die von diesem Niedersechlag abfiltrierte Fliissig- 
keit wurde durch Zusatz von etwas Schwefelammonium voi) 
Blei befreit, nach der Filtration im Wasserbade eingeengt und 
sodann unter eine Glasglocke iiber konzentrierte Schwefelsiure 
gestellt. Das Tyrosin schied sich nach und nach aus der Fliissig- 
keit aus. Durch Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz yon 
etwas Ammoniakfliissigkeit noch weiter gereinigt, bildete es eine 
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aus glinzenden nadelfOrmigen Kristallen bestehende Masse. 
Im Kapillarrohrchen schmolz es gleichzeitig mit einem Tyrosin- 
priparat anderer Herkunft. Die Stickstoffbestimmung_lieferte 
folgende Resultate : 
|. OA858 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 13,4 cem Gas 
bei 713 mm Druck und 16° C. = 0.01464 g oder 7,88°% 0 N. 
2 0.2402 ¢ Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 17,0 cem Gas 
bei 710 mm Druck und 16° C. = 0.01857 oder 7,71 N. 


Im Mittel wurden also 7,80°/o N gefunden, wihrend die Theorie 
verlangt. 


~~ 


Die Untersuchung des aus den Dahliaknollen dargestellten 
Tyrosins 1m Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparat gab 
foleendes Resultat : 

Kine Losung in 4°/oiger Salzséure, welche in 25 cem 
22676 ¢ wassertfreie Substanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr 
ber 20° C. 6,8° nach links: demnach ist {a} D*? = — 12,9°. 

Die salzsaure des fiir diese Bestimmung ver- 
wendeten Tyrosinpriaparates wurde nun mit Ammoniak genau 
neutralisiert, das dabei sich ausscheidende Tyrosin spiiter ab- 
liltriert, mit kaltem Wasser gut ausgewaschen, dann getrocknet 
und wieder im Polarisationsapparat untersucht. Wir erhielten 
nun folgendes Resultat: 

Eine Losung in 4° /oiger Salzsaure, welche in 25 ccm 
2.O9L0 ¢ wasserfreie Substanz enthielt, drehte im 200 mm-Rohr 
ber 20° C. 6,1° nach links; demnach ist = — 12,5°%, 

Die Differenz zwischen dieser und der im ersten Versuch 
gelundenen Zahl liegt innerhalb der Fehlergrenze unserer Be- 
stummungen. Wie man sieht, weichen diese Zahlen nur wenig 
von denjenigen ab, welche E. Fischer bei Bestimmung des 
spezilischen Drehungsvermdgens von zwei durch Spaltung einer 


Kiweiisubstanz mit Salzsiiure erhaltenen Tyrosinpriiparaten 
erhielt. (Diese Zahlen sind oben schon angegeben worden.) 
Wir bestimmten ferner noch das spezifische Drehungs- 
verimogen eines Tyrosinpraparates, welches bei der Autolyse 
wiger Keimpflanzen von Lupinus albus erhalten worden war. 
Dieses Priiparat war durch Auflésen in verdiinnter Salpetersiure 
und Wiederausfillen mit Ammoniak, sowie durch Umkristallisieren 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLV. 
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aus Wasser unter Zusatz von etwas Ammoniakfliissigkeit ge- 
reinigt: es bestand aus weifen glanzenden Kristallnadeln. Djc 
Untersuchung der salzsauren Losung im Soleil-Ventzkeschey 
Polarisationsapparat lieferte folgendes Resultat : 

Eine LOsung in 4°/oiger Salzsiure, die in 10 cem 0.5292 ¢ 
wasserfreie Substanz enthielt, drehte bei 16° C. im 200 mm-Rol 
5,0° nach links: demnach ist D® = — 16,2°. 

Von den aus Pflanzen gewonnenen Tyrosinpraparaten, 
die von uns untersucht worden sind, besaB also nur das aus 
Dahhaknollen dargestellte ein spezifisches Drehungsvermogen,! 
wie es auch fiir das durch Spaltung von Eiweibstoffen mit 
Siiuren erhaltene Tyrosin gefunden wurde: die drei anderen 
Priiparate zeigten ei hoheres Drehungsvermégen. Es ist nun 
die Frage zu stellen, ob diese drei Praparate noch Beimengungey 
enthielten und ob durch letztere das Drehungsvermégen erhoht 
wurde. Bestimmte Anhaltspunkte fiir eine soleche Annahme liegen 
nicht vor. Jene drei Priiparate glichen im Aussehen vollkommen 
dem gewébnlichen Tyrosin: fiir zwei Priiparate wurde ferner 
konstatiert, dai ihr Schmelzpunkt mit demjenigen des Tyrosins 
iibereinstimmte. Auch wurde durch die Analyse festgestelll, 
daf das aus Kartoffelknollen dargestellte Priiparat den Stick- 
stoffgehalt des Tyrosins (die beiden anderen Praparate 
sind nicht analysiert worden). 

Falls man nun nicht anzunehmen hat, dai jene drei Pri- 
parate noch Beimengungen einschlossen, so muf man wohl zur 
Erklirung ihres stiirkeren Drehungsvermogens auf die oben schon 
ausgesprochene Annahme zuriickkommen, dali den bei der 
Spaltung von Eiweibstoffen durch Séiuren erhaltenen Priaparaten 
racemisches Tyrosin beigemengt ist, und daf dadurch ihr Dreli- 
ungsvermOgen herabgedriickt wird. Aueh zur Erklaérung des 
relativ niedrigen Drehungsvermdgens des aus Dahliaknollen er- 
haltenen Tyrosins wiirde man anzunehmen haben, daf dem- 

Allerdings hatten wir auch ein. stiarker drehendes Tyrosin- 
priiparat aus Dahliaknollen unter Hinden (Diese Zeitschrift, Bd. XXAV 
S. 311); da dasselbe jedoch noch gefirbt war und da infolge davon det 
genauen Feststellung seines Drehungsvermégens Schwierigkeiten entgeve! 
standen, so konnten wir auf diese Beobachtung keinen Wert legen 
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selben entweder racemisches oder rechtsdrehendes Tyrosin in 
geringer Menge beigemischt ist. Eine solche Annahme kann 
nicht als eine unzulassige bezeichnet werden: denn es sind 
yon friiher her schon Fille bekannt, in denen einer optisch 
aktiven Stickstoffverbindung, die aus pflanzlichem oder tierischem 
Material abgeschieden wurde, eine kleine Quantitiit von race- 
mischer oder von entgegengesetzt drehender Substanz gleicher 
Art beigemengt war. ') 

‘) Beziigliche Angaben haben wir in dieser Zeitschrift, Bd. XXXV, 
S. 300, gemacht. Zu erwahnen ist hier auch, daf§ nach F. Ehrlich 
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1820) ein aus Melasse- 
schlempe dargestelltes Leucinpraparat neben Isoleucin§ r-Leucin und 


j-Leucin einschloS und dafi O. E. v. Lippmann aus Ribensaft ein in 
salzsaurer LOsung rechtsdrehendes Tyrosin gewann. 
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Uber das Vorkommen der Guanase in der Rindermilz und ihr 
Fehlen in der Milz des Schweines. 
Von 


Walter Jones. 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins University.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1905.) 


In einer friitheren Mitteilung!) ist gezeigt worden, dai 
wiihrend die meisten andern Driisen die Fahigkeit haben, die 
Amidogruppe sowohl vom Guanin wie vom Adenin abzuspalten, 
wobei Xanthin resp. Hypoxanthin entsteht, die Milz offenbar 
nur einen dieser Prozesse hervorrufen kann, denn unter den 
Selbstverdauungsprodukten dieser Driise erscheint Guanin, doch 
ist Adenin durch Hypoxanthin ersetzt. Dies Verhalten der 
Milz J&é6Bt sich nur durch die Annahme erkliren, dai die Um- 
wandlung der) Aminopurinverbindungen anderen Driisen 
auf der Wirksamkeit zweier verschiedener Fermente  beruht, 
von denen eins in der Milz fehlt. Dieses Ferment, dessen Vor- 
handensein spiiter im Pankreas?) erwiesen wurde, zeigte die 
Fithigkeit, eingefiihrtes Guanin in Xanthin iiberzufiihren, und 
wurde «Guanase» bezeichnet. 

Inzwischen erschien die héchst interessante Arbeit) yon 
Schittenhelm?) tiber die Bildung von Harnsiiure in Gewebs- 
extrakten. Er zeigte, wiisserige Infuse verschiedener 
Organe bei Kérpertemperatur unter ausreichender Zufuhr von 
Luft eine quantitative Umwandlung des Guanins in Harnsiure 
hervorrufen und dies in charakteristischer Weise durch 
die Milz geschieht. Da es schwer verstiindlich ist, wie die 
Milz bei Zufuhr von Luft Guanin in Harnsiiure verwandeln 


Jones. Diese Zeitschrift. Bd. XLII S. 35. 
*) Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 3: 
Schittenhelm. Diese Zeitschrift, Bd. XLIL S. 251. 
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(ber das Vorkommen der Guanase in der Rindermilz ete. Ss) 


kann, ohne bei LuftabschluB irgend einen EinfluB auf das 
Guanin auszutiben, schien es von Wichtigkeit, zu wissen, ob 
Adenin bei Einftiihrung in die Milz in Hypoxanthin verwandelt 
wird, wihrend doch Guanin hierbei unveriindert bleibt. Die 
experimentellen Resultate rechtfertigten meine friihere Annahme, 
dali ein wiésseriger Milzinfus vollig unfiihig ist, Guanin in 
Xanthin zu verwandeln, die analoge Umwandlung des Adenins 
aber mit grobter Leichtigkeit hervorruft.4) Das hierbei wirk- 
same Ferment mubte notwendig verschieden von der «Guanase » 
sein und erhielt den Namen «Adenase». Diese Abnormalitiit 
war olfenbar auch Schittenhelm aufgefallen, denn in einer 
spiiteren Arbeit zeigte er,?) dab eine verhiiltnismibig grobe 
Menge von Guanin (0,900 g) nach der Einfitihrung in 600 cem 
seir verdiinnten Milzextrakt ohne Zufuhr von Luft) innerhalb 
von 14 Tagen vollig verschwindet; an Stelle davon fand 
er g Harnsaiure und 0,77 g Xanthin. Hieraus folgert 
er dies: 

«Meine Versuche haben des weiteren ergeben, dab, so 
zutreffend und wichtig die Untersuchungen Jones’ iiber die 
Bildung von XNanthin aus Guanin in der Thymusdriise, dem 
Pankreas und der Nebenniere sind, seine Beobachtung betretts 
der Milz nicht zutrifft, wonach dieselbe eine Ausnahmestellung 
elinehmen und diese Funktion nicht besitzen soll... . Es 
mub also angenommen werden, dai die Harnsiiurebildung, 
welche auf ganz bestimmte Organe beschriinkt ist, dureh die 
Titigkeit zweier Fermente zustande kommt, eines desami- 
dierenden, welches die Uberfithrung von Guanin in Xanthin 
und Adenin in Hypoxanthin erméglicht. Das desamidierende 
Ferment, welches fiir Guanin und Adenin jedenfalls dasselbe 
ist, sodaB eine Einzelbenennung als «Guanase» und «Adenase » 
nicht notig erscheint, bis nicht das Gegenteil bewiesen wird, 
erfreut sich einer weiten Verbreitung im Tierkérper und scheint 
s0 ziemlich in jedem Organ vorhanden zu sein. » 

Da ich an Schittenhelms Befunden keinen Zweifel 
hegte, andererseits den meinigen traute, schien mir die Ver- 


‘) Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 1. 
*) Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 228. 
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SH Walter Jones. 


schiedenheit unserer Resultate ihre Erklarung in einer von zwet 
Hypothesen zu finden. Einerseits kann in der Milz eine. in- 
aktive Vorstufe der Guanase existieren, welche Schittenhelm 
bei der Darstellung seiner Extrakte oder auf andere Weise 
ohne sein Wissen aktiviert hat, andererseits mag Guanase_ in 
aktiver Form tatséchlich in der Milz vorkommen und nur durch 
einen Fingriff zerstOrt sein, den ich ebenfalls unbewubt bei 
meiner Arbeit vorgenommen habe. Keine der beiden Annahmen 
kann jedoch in irgend einer Weise meine frithere Uberzeugung 
erschiittern, namlich die beiden amidspaltenden Fermente 
nicht identisch sind; denn sei nun eine inaktive Form = der 
Giuanase moglich, oder sei die Guanase zerstort, wahrend die 
Adenase noch wirksam ist, die beiden Fermente mtissen ver- 
schieden sein. 

Beim Versuch, die Bedingungen zu erforschen, unter 
denen Guanase in der Milz aktiviert wird, gelang es mir, eine 
Menge Beweismaterial dafiir zu erbringen, Adenase_ bei 
Abwesenheit von Guanase wirksam sein kann, und ich machte eine 
geringe Abiinderung bei der Isolierungsmethode, wodurch man 
die Uberfiihrung von Adenin in Hypoxanthin quantitativ  er- 
weisen kann, wihrend sich Guanin unter genau denselben be- 
dingungen quantitativ wiederfindet. Das Guanin wurde in den 
wiisserigen Milzextrakt unter verschiedenen bedingungen seitens 
Temperatur, Siiuregehalt und Konzentration hineingegeben: die 
Menge des Chloroforms, das desinfizieren sollte, wurde variiert. 
Ferner wurden verschiedene Vorsichtsmabregeln ergriffen: Der 
Milzextrakt wurde niimlich dargestellt mit destilliertem Wasser, 
mit Leitungswasser und Salzlé6sungen verschiedener Konzentra- 
tion. Dann wurde das Guanin als Sulfat, Chlorid, als  freie 
Base, in alkalischer und in sehr verdiinnter salzsaurer LOsung 
eingefiihrt, das Resultat war aber immer dasselbe: Guanin 
findet sich wieder, wiaihrend Adenin in Hypoxanthin 
iibergeht. SchlieBlich kam mir der Gedanke, der grolbe 
Unterschied zwischen Schittenhelms Resultaten und den 
meinigen konnte auf der Verschiedenheit der Tierspezies 
beruhen, von denen die Milzen entnommen wurden, da 
Schittenhelm ausschlieBlich mit Rindermilz gearbeitet hatte. 
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aber nur die vom Schwein verwandte. erster 
Versuch mit Rindermilz tiberzeugte mich davon, dali dem so 
<i. Die Rindermilz enthalt Guanase in sehr grober 
Menge: die Schweinemilz aber nicht die leiseste Spur, 
Guanase und Adenase sind somit verschiedene F er- 
mente. 

Wie erwahnt, haben wir ein grofies Beweismaterial dafir, 
dal} Adenase unabhiingig von Guanase wirksam_ sein” kann. 
Zwei der tiberzeugendsten Versuche mégen hier angefiihrt werden: 

| Ein’ wiisseriger Extrakt der Schweinemilz wurde dar- 
gestellt aus einer Mischung von fein zerteilter Driisensubstanz 
mit dem Sechsfachen ihres Gewichtes kalten, destillierten 
Wassers und einer ausreichenden Menge Chloroform zur Ver- 
hinderung der Fiiulnis, wobei man im Laufe von 24 Stunden 
liinfig umschiittelte. Nun wurde die Fliissigkeit durch ein 
leinenes Tuch geprebt, so gut als moglich durch Zentrifugieren 
von festen Partikeln befreit und nach 24stiindigem Stehen 
durch Hinzufiigen von Soda die vorhandene Siiure neutralisiert. 
Iie Menge der aus 400 ccm eines auf diese Weise herzu- 
ellenden Extraktes entstehenden Xanthinbasen ist im Vergleich 
zur Quantitét Nanthinbasen, die bei den Digerierungen ver- 
wandt wurden, so gering, dab ihre Vernachlissigung kaum die 
Hesultate beeinflussen kann. 

Kine Mischung von salzsaurem Guanin und Adeninsulfat 
warde in heibem Wasser suspendiert und mit Hilfe von moéglichst 
wenig Natronlauge in Loésung gebracht. Diese Losung der 
Basen wurde nach dem Abkiihlen in 400 ccm Schweinemiiz- 
extrakt gegossen und die Mischung nach weiterer Hinzufiigung 
von Chloroform in einem gutschliebenden Gefaf im Thermostaten 
bel 38— 40° gehalten. Das Guaninchlorhydrat war aus analysen- 
reinem Guanin dargestelit und sechsmal aus 3°)oiger Salzsiiure 
inkristallisiert. Das Adeninsulfat war aus einem Pikrat ge- 
wonnen und fand sich analysenrein. Um es ganz sicher von 
Spuren Hypoxanthin frei zu machen, wurde es jedoch noch sechs- 
ma. aus sehr verdiinnter Schwefelsaure umkristallisiert. Die 
‘inzuliigung der Basenlésung veriinderte das Aussehen des 
Milzextraktes nicht. 
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Angewandte Menge 
Guaninchlorhydrat 0,360 g 
Adeninsulfat 0,360 » 

Nachdem die Digerierung 8 Tage fortgesetzt, wiihrend- 
dem hiiufig frische Luft zugelassen war, wurde die F'liissigkeit 
mit einigen Tropfen Essigsiiure und der gleichen Menge Wasser 
versetzt. zum Kochen erhitzt und heib filtriert, der Filterriick- 
stand wurde verschiedene Male mit Wasser gekocht, dann 
wurden die vereinigten Filtrate auf ca, 500 com eingedampft. 
Die heibe Flissigkeit wurde solange mit verdiinnter 
Schwefelsiiure behandelt, als noch ein Niederschlag entstand. 
Dieser (den ich bisher noch nicht untersucht habe, der aber 
sowohl die scharfe Féllung der Xanthinbasen durch Silber- 
nitrat und Ammoniak beeintriichtigt, als auch die folgende 
Spaltung der Silberfillung mit Salzsiiure) wurde abfiltriert, 
die Fliissigkeit ammoniakalisch gemacht, worauf die XNanthin- 
basen nach Abfiltrieren von phosphorsaurer Ammoniakmagnesia 
mit etwas tiberschiissigem Silbernitrat in Ammoniak  gefiillt 
wurden. Nach Aufschwemmung der Silberfallung heifem 
Wasser wurde sie mit Salzsiiure gespalten. Das Chlorsilber 
wurde abliltriert und die Fliissigkeit itiber Nacht stehen ge- 
lassen, doch erfolgte keine Abscheidung von Harnsiiure. 
Um den gréften Teil der freien Siiture zu entfernen, wurde 
jetzt. fast) zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit 
Wasser (50—60 cem) aufgenommen und Ammoniak im Uber- 
schuh bis zu einem Gehalt) von der ganzen 
Fliissigkeit hinzugefiigt. Das ausgeschiedene Guanin wurde mit 
1) 2°/oiger Ammoniaklésung digeriert, dann filtriert, gewaschen, 
in Natronlauge gelOst, mit Essigsiiure gefiillt und in das Chior- 
hvdrat tibergefihrt. 

Wiedergefundenes Guaninehlorhydrat 0,300 g = 83°/o. 

Die ammoniakalischen Filtrate wurden nun weiter mil 
Silbernitrat. in Ammoniak gefillt und die Silberfallung 
Salzsiiure gespalten. Die gelbe, saure Fliissigkeit wurde 21 
wiederholten Malen zur Trockne eingedampft, zuerst mit Wasser, 
schlieBlich mit Alkohol. Der voluminése Riickstand sic 
mit Leiehtigkeit in Wasser von 40°, wobei nur eine unbe- 


| 
\ 
| 
en 
| 
; 
4 


i ber das Vorkommen der Guanase in der Rindermilz ete. SY 


deutende Menge einer stark gefairbten Masse zuriickblieb. Sowoh! 
Harnsiiure als Nanthin fehlten. Ein Tropfen der wasserigen 
Losung gab keinen Hinweis auf Adenin bei Behandlung mit 
Pikrinsiure, doch erfolgte alsbald ein gelber Niederschlag, 
wenn nachher eine geringe Menge Adeninsulfat hinzugefiigt 
wurde. Somit fehlte also Adenin. Jetzt wurde die ganze Fliissig- 
keit mit Silbernitrat in Ammoniak behandelt und die Silber- 
fillung mit Schwefelwasserstoff gespalten. Das Filtrat) vom 
Schwefelsilber (von dem ein Tropfen mit Pikrinsiiure keinen 
Niederschlag gab) wurde zur Trockene eingedampft und = der 
Aiickstand aus sehr verdiinnter Salpetersiure  kristallisieren 
selassen. Es zeigten sich die charakteristischen gleichmabigen 
Krixtalle des Hypoxanthinnitrates, welche nur eine orangegelbe 
Farbe aufwiesen, entsprechend der Farbenreaktion mit Salpeter- 
siiure und Natronlauge. Es konnte sich nur um reines Hypo- 
xanthinnitrat handeln. 

Gefundenes Hypoxanthinnitrat 0,542 g¢ = 95°/o des ein- 
vefiihrten Adenins. 

Somit ist Adenin durch den Schweinemilzextrakt 
volistindig in Hypoxanthin verwandelt, wihrend 
Guanin in demselben Gefifi und unter genau den- 
selben Bedingungen unveriindert bleibt. 

Il. Der eben beschriebene Versuch ist hinlanglich iiber- 
zeugend, und so erschien es zwecklos, Guanin in den Milz- 
extrakt einzuftihren, in der Erwartung, dali es verschwinden 
wirde, da doch die Milz nicht imstande ist, die nur relativ 
kleine Menge Guanin ihres eigenen Nucleoproteids umzu- 
wandeln. Ein Schweinemilzextrakt wurde aus 1500 ¢ Drtisen- 
substanz und 3800 ¢ destilliertem Wasser hergestellt, die ab- 
geprebte Fliissigkeit in zwei gleiche Portionen geteilt und bei 
38—40° der Autodigestion iiberlassen. Der eine Teil wurde 
nach & Tagen weiter verarbeitet, der andere 52 Tage bei 40° 
stehen gelassen. Jede Portion wurde auf Guanin untersucht; 
um jedoch genau vergleichbare Versuchsresultate zu erhalten, 
wurden immer gleiche Mengen Filtrat angewandt, wobei auf 
den Rest von Filtrat und Niederschlag verzichtet wurde, damit 
durch ungeniigendes Auswaschen kein Irrtum entstehen konnte. 
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Guaninchlorhydrat nach &tagiger Digestion 0,15) g 
>» » > O140 


Somit kann innerhalb von 44 Tagen eine relativ gro{e 
Menge Schweinemilzextrakt keine irgendwie erhebliche Ver- 
minderung der Guaninmenge hervorrufen. 

Bei der Rindermilz legt die Sache vollig anders. Ein aus 
2800 g dieser Driise und dem Fiinffachen seines Gewichtes an 
Wasser hergestellter Extrakt wurde 9 Tage lang bei einer 
Temperatur von 388—40° der Selbstverdauung iiberlassen, 
worauf die Produkte auf die oben schon beschriebene Weise 
auf Nanthinbasen untersucht wurden. Es konnte keine Spur 
von Guanin, Adenin oder Hypoxanthin gefunden werden. Die 
Xanthinfraktion wurde erst mit kaltem, dann mit) kochendem 
Wasser siiurefrei gewaschen, aber das Waschwasser gab bei 
der Behandlung mit Silbernitrat und Ammoniak nur einen Nebel 
und keinen deutlich abgeschiedenen Niederschlag. Die XNanthin- 
fraktion wurde deshalb mit der Horbaczewskischen Methode 
auf Harnsiiure und Xanthin untersucht und es ergaben. sich 
schheBlich O,8 g XNanthin und 0,250 g Harnsiure. Ich war 
also imstande, die Schittenhelmsche Beobachtung zu_ be- 
statigen, daB durch einen Extrakt von Rindermilz ohne Zulassung 
von Luft eingefiihrtes Guanin und Adenin schnell eine 
Mischung von Xanthin und Harnsiiure verwandelt werden. Somit 
steht die Rindermilz in einem deutlichen Gegensatz zur Milz 
des Schweins nicht nur durch ihren Gehalt an Guanase, sondern 
auch durch die erhebliche Menge Oxydase, welche Hypoxanthin 
in Nanthin und Harnsiiure umwandelt. 

In einer neuerschienenen Mitteilung konstatiert Schenck, 
daBh eine Mischung der Pankreasextrakte vom Schwein und 
Rinde Adenase, aber keine Guanase liefert. Dies brachte mich 
auf den Gedanken, dai moglicherweise die Schweinemilz nicht 
alein keine Guanase enthalte, sondern sogar einen die Guanase 
hemmenden Korper. Versuche erwiesen jedoch, dab dem nicht 
so ist. Eine Mischung von 200 ccm Rindermilzextrakt und 
400 ecm Schweinemilzextrakt mit 0,500 g Guaninchlorhydrat 
wurde 14 Tage lang bei 38° gehalten. Aus den Produkten 


'y Schenck, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 406. 
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wurde 0,160 g Harnséiure und 0,150 Xanthin isoliert: das 
Guanin war vollig versechwunden. 

Die Beobachtungen von Schenck sind in’ verschiedener 
Reziehung von grohem Interesse. Seine Resultate zeigen, dab 
sewisse Bedingungen, die man zurzeit nicht niher beschreiben 
kann. die Wirksamkeit der Guanase im Pankreas verhindern 
konnen. Wihrend ich immer iibereinstimmende Resultate in 
bezug auf die Pankreasfermente hatte, ergab sich in der 
schweinemilz das erratische Auftreten der Oxydase hin- 
reichend deutlich. Urspriinglich war als Resultat einer Reihe 
von Versuchen festgestellt worden, da die Schweinemilz kein 
Ferment enthalt, das Hypoxanthin in Xanthin iiberfiihren konnte ; 
edoch gelegentlich (und besonders nach Einfiihrung von Adenin 
and nachdem die Digestion besonders lange gedauert hatte) 
war zweifellos eine teilweise Umwandlung des Hypoxanthins 
i Nanthin eingetreten. Doch kann man in der groBen Mehrzahl 
der Falle kein Nanthin finden. 

Es ist kaum notig, hinzuzufiigen, dali die Resultate von 
Schenck einen unabhiangigen Beweis fiir den Hauptinhalt 
dieser Arbeit hefern, dafi niimlich Guanase und Adenase zwei 
verschiedene Fermente sind. 
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Synthese von Oxy- und Diaminosauren. 
Il. Mitteilung.!) 
Uber Diaminokorksaure und Diaminosebacinsaure. *) 
Von 


Carl Neuberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Mai 1905.) 


Zu den seit langem bekannten EiweiSspaltungsprodukten, 
den gewOhniichen aliphatischen und aromatischen Aminomono- 
carbonsiiuren und den durch Drechsels grundlegende Ar- 
beiten aufgefundenen Diaminomonocarbonsauren, ist vor 
Jahresfrist durch Skraups#) tiberraschende Befunde eine neue 
Klasse von Bausteinen der Proteinsubstanzen gestellt worden. 
die Diaminopolycarbonsiiuren. Wenn auch im einzelnen 
die Konfiguration dieser sowie der kurz darauf von Wohlge- 
muth+‘) auf etwas anderem Wege erhaltenen Substanzen noch 
nicht aufgekliirt ist, so lassen sich doch mit Sicherheit unter 
diesen folgende Gruppen unterscheiden : 

1. Diaminodicarbonsiiuren, z. Bb. Diaminoglutarsiiure 
und Diaminoadipinsiiure C,H 

2. Oxydiaminodicarbonsiuren wie Oxydiaminokork- 
siture CJH,,N,O,, dann die Oxydiaminosebacinsiure 
die Caseansdure C,H,,N,O, und die Caseinsaure C,,H,,N,0.. 

Die Vertreter der letztgenannten Klasse verdienen deshall) 
ein ganz besonderes Interesse, weil sie augenscheinlich Zwischen- 


') Mitteilung: Synthese der Oxyaminobernsteinsiure, Diese 
schrift, Bd. XLIV, S. 147 (1905). 

*) Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen chemischen Gesell- 
schaft zu Berlin am 28 November 1904. 

Zd. H. Skraup, Diese Zeitschrift, Bd. LXIL S. 274 (1904 

Wiener Monatshefte, Bd. XXVI, 5. 245 (1905), 

‘) J. Wohlgemuth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI. 
S. 4362 (1904). 
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glieder zwischen Zuckern und Aminosiiuren darstellen, Sub- 
etanzen, die friiher nur in einzelnen Repriisentanten bekannt 
waren, Wle dem Serin!) CH,OH-CH - NH,-COOH, der Oxy- 
pyrrolidincarbonsaure?) und einer Tetraoxyaminocap ro- 
<jure.3) zu denen auch die Oxyaminokorksiiure C,H,,NO,, 
die Diaminotrioxydodekansaure und die Oxyaminobern- 
-teinsiiure gehoren. Nur Serin und Oxyaminobernsteinsiiure 
ind bisher synthetisch erhalten, das erstere von E. Fischer 
und Leuchs,*) sowie von Erlenmeyer®), die zweite von Neu- 
verg und Silberinann.®) Vertreter der ersten erwiihnten Gruppe, 
der reinen Diaminodicarbonsiiuren, sind kiinstlich bisher nur 
sanz vereinzelt erhalten. 

So relativ einfach der kiinstliche Aufbau der bekannten 
aliphatischen Monoaminodicarbonsiiuren (Asparaginsiiure, Glu- 
‘aminsiiure) sich gestaltet hat, so wenig lie sich die Méglichkeit 
einer glatten Synthese von Diaminodicarbonséuren voraussehen. 
Henn wiahrend sich der Austausch von Halogen in den a-brom- 
oder Chlorfettsiituren sowohl gegen Amid wie Hydroxyl bei 
allen Gliedern der Essigsiurerethe mit angenahert gleicher Leich- 
ivkeit vollzieht, bestehen bei den entsprechenden Dihalogen- 
dicarbonsiiuren, in der Malonsiiurereihe, grofe Differenzen. 
Rich. Willstatter’) hat gezeigt, bei dem niedrigsten 
(liede, der Dibrommalonsiure COOH - CBr, - COOH tiberhaupt 
kein einfacher Ersatz der zwei Halogenatome gegen Amid moglich 
isi. Bei der a-a,-Dibrombernsteinsiure 


COOH — CHBr — CHBr — COOH 


‘') Cramer, Journ. f. prakt. Chemie, Bd. XCVI, 5S. 76 (1865); 
E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 2660 (1902). 

*) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV_S. 2660(1902). 

8) C. Neuberg und A. Orgler, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, 
407 (1903). 

‘') E. Fischer und Leuchs, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 
>. 3790 (1902). 

*) E. Erlenmeyer jun., Ber., Bd. XXXV, 8. 3769 (1902), und 
Ann. d. Chem., Bd. CCCXXXVIIL, S. 236 (1904). 

*) C. Neuberg und M. Silbermann, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 
~. 147 (1905). Eine weitere Synthese hat auch Erlenmeyer angekiindigt. 

Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. XXXV, S. 1379 (1902). 
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Carl Neuberg, 


konstatierte Lehrfeld?'), dab sie sich nur zum kleinen ej! 
in die entsprechende Diaminosiiure tberfiihren labt, wahrend 
die ‘Hauptmenge nach C. Neuberg und Silbermann (l. ©.) in 
ganz andere Produkte, z. B., Acetylendicarbonsiaure, resp. Ace- 
tylen tibergeht. Die a-a,-Dibromadipinsiure?) 

COOH — CHbr — CH, — CH, — CHBr — COOH 
und die a-a,-Dibrom-8-Methyl- Adipinsaure 

COOH — CHBr — CH\CH,,) — CH, — CHBr — COOH 
liefern nach Willstiitter bei Behandlung mit NH, zyklische 
Korper, die ein N-Atom enthalten, Dicarbonsiiuren des 
Pyrrolidins, Die a-a,-Dibrompimelinsaure 

COOH — CHBr — (CH, ), — CHBr — COOH 
erleidet: bei Einwirkung von wasserigem Ammoniak gleichfalls 
RingschluB, ergibt aber eine stickstofffreie Substanz, die 
A-Cyclopentendicarbonsiure. Aus ihrem Ester dagegen 
gewann Emil Fischer mit fliissigem Ammoniak wiederum ein 
heterozyklisches Derivat, die 
Ahnliche Unterschiede treten bei der Behandlung derselben [i- 
halogendicarbonsiiuren mit Alkalien auf, die bald zu den ent- 
sprechenden Dioxyséuren, bald unter Abspaltung von Halogen- 
wasserstoff zu ein- oder zweifach ungesattigten Sauren filhrt. 

Weshalb sind, abgesehen von der erwihnten, von Tafel") 
iibrigens noch auf ganz anderem Wege gewonnenen a-a,-Diamino- 
bernsteinsiiure keine a-a,-Diaminosauren dieser Reihe bekannt.’ 


—- 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIV, 5. 1817. 

-*) R. Willstéitter und Lessing, Ber. d. Deutsch. chem. Ces., 
Bd. XXXV, 8S. 2065 (1902). 

*) Rich. Willstaétter und v. Sicherer, Berichte d. Deutschen 
chem. Ges., Bd. XXXII, 8. 1290 (1899). 

4) R. Willstatter, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVIII. 
S. 657 (1805), 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 2544 (1901). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX, S. 244 (1887) u. Bd. XXVI, 
1890 (1893). 

7) Erhalten ist noch eine iihnlich konstituierte §-£8,-Diamino- 
dicarbonsiiure, die 3-B,-Diaminoadipinsiiure; sie ist auf indirektem Wege 
von W. Traube (Ber., Bd. XXXV, S. 4121) und W. Kohl (Ber., Bd. XXXVI, 
S. 172) dargestellt. 
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Dieselben haben nun, wie erwiihnt, in letzter Zeit ein aktuelles 
Interesse erlangt, nachdem Skraup Vertreter dieser KoOrper- 
Jasse unter den hydrolytischen Zersetzungsprodukten des Caseins 
aufgefunden und J. Wohlgemuth nachstehende Substanzen 
durch Spaltung des Nucleoproteids der Leber erhalten hat. 
Da gerade die Kenntnis der hoheren, kohlenstoffreicheren 

Diaminosiuren dieser Reihe im Hinblick auf ihre Beziehung 
zu den Fetten von Wert ist, habe ich die Synthese solcher 
versucht und gefunden, dab sich zunichst die a-a,-Diamino- 
korksaure 

CH, — CH, — CH - NH, — COOH 

du, — CH, — CH- NH, — COOH 
und die a-a,-Diaminosebacinsaure 

CH, — (CH,),CH » NH, — COOH 


CH, — (CH,),CH - NH, — COOH 
leicht gewinnen lassen. 

Die Séuren entstehen aus den entsprechenden leicht zu- 
ginglichen a-a,-Dibromsauren durch Behandlung mit konzen- 
triertem wiisserigen Ammoniak und Ammonkarbonat bei 125°; 
es liefert die Dibromkorksiure die Diaminokorksiiure: 


CH, — CH, — CHBr — COOH 


| 
CH, — CH, — CHBr — COOH 


CH, — CH, — CH - NH, — COOH 
| 
CH, — CH, — CH. NH, — COOH 
die Dibromsebacinsiiure die Diaminosebacinsaure : !) 


CH, — (CH,), — CHBr — COOH 
| 
CH, — (CH,), — CHBr — COOH 


CH, — (CH,), — CH - NH, — COOH 


| 
CH, — (CH,), — CH - NH, — COOH 


') Auf analogem Wege haben Neuberg und Federer die 


CH, — CH, — CH. NH, — COOH 
cat” 


v 
CH, — CH, — CH - NH, — COOH 
inzwischen synthetisch erhalten. 
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Carl Neuberg, 


Wegen threr Schwerléslichkeit kénnen sie leicht vom 
eleichzeitig entstandenen Bromammonium befreit werden. Ihrer 
Zusammensetzung als Diaminodicarbonsiaiuren entsprechend 
vereinigen sie in sich den Charakter von Mono- und Diamino- 
siiuren. In Riicksicht auf das Vorkommen ahnlicher Substanzen 
unter den hydrolytischen Spaltungsprodukten der Eiweibkorper 
wurde ihr Verhalten zu Fiéllungsmitteln und bei einer Reihe 
von Reaktionen eingehender untersucht. 

Die Siuren selbst sind sogar in der Siedehitze iuBerst schwer 
in Wasser loslich. Dagegen werden sie leicht von Mineralsiiuren 
sowie Alkalien gelést. Aueh von Ammoniak werden sie auf- 
genommen und kristallisieren aus diesem im freien Zustande 
aus. Sie bilden mit Schwermetallen unlosliche Salze, von denen 
die mit dreiwertiger Basis im Uberschu® léslich, die mit zwei- 
wertiger in der Regel unldslich sind. beispielsweise sind die 
Kupfersalze so unléslich, dab sie selbst bei langerem Kochen 
mit Wasser keine blauen Fliissigkeiten geben. Gleich den ge- 
woOhnlichen Diaminosiiuren liefern sie bestandige Chlorhydrate: 
verschieden von diesen werden die unldslichen Silber- und 
Quecksilberverbindungen durch Alkali zerlegt. Den gewohnlichen 
Monoaminosiiuren dhneln sie darin, dab sie weder schwerlos- 
liche Pikrate noch Chloroplatinate liefern. Den gewohniichen 
Diaminosiiuren niihern sie sich dadurch, dab sie aus saurer 
Losung durch Phosphorwolframsiure fiillbar sind: allerdings 
lésen sich die Phosphorwolframate im Uberschuf des Fiéillungs- 
mittels wieder auf. 

Bei Einwirkung von salpetriger Siiure tauschen die Sub- 
stanzen — wie in der Regel alle aliphatischen Amide — die 
Amidgruppe gegen Hydroxyl aus, es entstehen Dioxysduren, 
die in Form ihrer schwerldslichen Baryumsalze isoliert werden 
konnen, So erhielt ich aus Diaminosebacinsiiure die Dioxy- 
sebacinsadure: 


CH, — (CH,), — CH - NH, — COOH 
| + 2HNO, 


CH, — (CH,), — CH - NH, — COOH 


CH, — (CH,), — CHOH — COOH 
4{N+2H,0-+ | 
CH, — (CH,), — CHOH — COOH. 


2 
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Mit Phenylisocyanat vereinigen sich die Diaminodicarbon- 
siuren zu schwerloslichen schon kristallisierenden Hydantoin- 
siuren, die keine Neigung haben, in die entsprechende Phenyl- 
hydantoine tberzugehen. 
Besonders wichtig erschien im Hinblick auf das natiirliche 
Vorkommen solcher Siiuren und E. Fischers Esterverfahren 
zur lsolierung der Eiweifspaltungsprodukte das Verhalten dieser 
Giuren bei der Veresterung. Merkwiirdigerweise zeigten hierbel 
Diaminokorksiure und Diaminosebacinsiure Unterschiede. 

Die Sebacinsiéiure weist ganz den Charakter von Mono- 
aminosiiuren auf, indem sie sich in typischer Weise mit Athyl- 
alkohol und Salzsiiure verestern labt. 

Das salzsaure Salz des Diiithylesters ist eine schén 
kristallisierende Substanz. Durch Kaliumearbonat und Kalium- 
hydroxyd wird aus der konzentrierten wasserigen Losung des 
letzteren der Ester als ein dickes, gelbes Ol in Freiheit gesetzt, 
das auf der CarbonatlOsung schwimmt ausgepriigten 
Basengeruch besitzt: der Ester ist in Ather, namentlich in 
alkoholhaltigem, gut loslich und destilliert bei ca. 10 mm Druck 
gegen 250° als farbloses intensiv nach Piperidin riechendes 
Liquidum von stark basischem Charakter. Im Gegensatz zur 
freien Diaminosebacinsiure bildet der Ester mit Pikrinsiiure 
ein schon kristallisierendes Salz. 

Da die Diaminosebacinsiure sich bei der Veresterung 
genau wie die Monoaminosiiure verhilt, so war es uns aul- 
fallend, dab Skraup seine in diese Gruppe gehOrenden Siiuren 
aus Casein und Gelatine nach Veresterung der hydrolytischen 
Spaltungsprodukte in dem nicht esterifizierten Anteil zusammen 
mit den gewOhnlichen Diaminosiéuren gefunden hat. Versuche 
liber die Veresterung der Diaminokorksiure lehrten jedoch, 
wie aus scheinbar geringfiigigen Abweichungen ein ganz ver- 
indertes Verhalten bei der Behandlung mit Alkohol und Chlor- 
wasserstoff resultiert. Wéahrend die mit der zehnfachen Menge 
absoluten Alkohols tibergossene Diaminosebacinsiiure beim 
Kinleiten von getrocknetem Chlorwasserstoffgas schon in der 
Kilte schnell in Lisung geht, wird die niedriger homologe 
Diaminokorksiiure bei gleicher Behandlung selbst der 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 7 
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OS Carl Neuberg, 


Siedehitze kaum gelist, und auch bei lange fortgesetztem Ein- 
leiten von gasfOormigem Chlorwasserstoff entsteht allein das 
Chlorhydrat der freien Diaminokorksaure. Ob dieses abweichende 
Verhalten nur mit der Unloslichkeit des Chlorhydrates in A\l- 
kohol oder auch mit dem niedrigeren Molekulargewicht zu- 
sammenhingt, dahingestellt bleiben. 

Beziiglich anderer Eigenschaften verhalten sich  beide 
Siiuren wiederum sehr iihnlich. Beide Korper besitzen keinen 
cigentlichen Schmelzpunkt, sondern sublimieren unter bestimmten 
Bedingungen, aber nicht unzersetzt, indem sie bei der Destillation 
unter Kohlensiiureabspaltung Diamine ergeben. entsteht 
aus der Diaminokorksiiure das 1,6 Diaminohexan oder 
Hexamethylendiamin: 


(tt, — — 
und analog aus der Diaminosebacinsiiure das 1,8 Diamino- 
octan oder Octomethylendiamin: 
CH, — CH, — CH, — CH, — NH, 
CH, — CH, —CH, — 0H, — ma, 
(s. folg. Mitteil.). 

Beim schnellen Uberhitzen entwickeln beide Diamino- 
dicarbonsiiuren fichtenspanrotende Diimpfe, geben also analog 
allen Aminosiiuren die Pyrrolreak tion. 

Hervorgehoben sei noch,  auffallenderweise beide 
Siiuren nicht im geringsten siih, sondern fade schmecken, ob- 
gleich sie sicher a-Aminosiiuren sind und zweimal die dulcigene 
Gruppe -CHNH,-COOH enthalten. 


Experimentelles. 
(Mitbearbeitet von Ernst Neimann),. 


A. 
Diaminokorksiure. 
CH, — CH, — CH- NH, — COOH 
CH, — CH, — CH - NH, — COOH. 
Als Ausgangsmaterial diente a, a,-Dibromkorksaure, 
die nach der Vorschrift von Baeyer und Liebig!) dargestellt 


Berichte, Bd. XXXI, 8S. 2106 (1898). 
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wurde, und zwar wurde die Korksiure in Portionen von 50 g 


mit 100 g Phosphortribromid und 180 g Brom 10 Stunden aut 


dem Wasserbade erwiirmt und nach Vorschrift gereinigt. Der 
Schmelzpunkt des Praparates lag bei 170 bis 172,5°. 

Die Dibromsiiure wurde in Mengen von 30 bis 50 g mit 
der 2Ofachen Menge konzentrierten Ammoniaks (25°%/o) und 
30, resp. DO g festen Ammoniumearbonates im eisernen Digestor 
6 Stunden lang auf 120° erhitzt, wobei der Druck auf zirka 
{2 Atmosphiren stieg. Das Reaktionsprodukt enthielt die D1i- 
aminokorkséure in Form eines dicken, schwach gelblichen 
Schlammes, der abgesaugt und mit kaltem Wasser ausgewaschen 
wurde. Die gesamten Mutterlaugen wurden, um den in tiber- 
schiissigem Ammoniak gelésten Anteil zu gewinnen, bis zur 
Enifernung des Ammoniaks resp. Ammoniumearbonats stark 
eingedampft, wobei weitere Mengen der Diaminosiiuren aus- 
kristallisierten. Nach 48stiindigem Stehen wurde der Riick- 
stand mit kaltem Wasser angeriihrt, abgesaugt und bis zur 
Halogenfreiheit ausgewaschen. Die so erhaltene Portion wurde 
mit der ersten vereint. 

Beide stellen schon fast reine Diaminokorksiiure dar. 
Durch Umkristallisation aus siedendem Ammoniak gewinnt man 
sie vollig rein. Dabei ist jedoch zu bemerken, da wegen der 
eroben Schwerléslichkeit der Diaminosiiure zirka das fiinfzigfache 
Gewicht Ammoniak zur LOsung notwendig ist, und dal bei 
Arbeiten in Porzellangefiiben diese Siiure ebenso wie die 
Diaminosebacinsiiure Neigung hat, Kieselsiiure und Alumium- 
hydroxyd aufzunehmen, sodafi zur Analyse bestimmte Priiparate 
in Platingefiiben umgelést werden miissen. Die Ausbeute an 
reiner Siiure betrug 30°/o. 

Die Substanz kristallisiert in glitzernden Niidelchen, die 
unter dem Mikroskop sternf6rmig gruppiert erscheinen, sie hat 
keinerlel. Geschmack, besitzt keinen Schmelzpunkt, sondern 
zersetzt sich langsam beim Erhitzen tiber 300°: dabei sublimiert 
unter Nebelbildung ein Teil, aus dem Hexamethylendiamin 
isoliert werden konnte (siehe S. 113). Beim Uberhitzen treten 
lichtenspanrotende Diimpfe auf. 
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Analyse: 
0,2265 g Substanz ergaben 03864 g CO, und 0,1640 g H,O 
0.2357 » > > 25,4 ccm N (17°, 755 mm) 
C.H,,O,N,. Berechnet : C 47,05° 0, H 7,84 °%/o 
Gefunden: 46,53°/o, H 
Berechnet: N 12,06° 
Gefunden: N 12,43°%0. 

In Alkalien wie in Mineralsiuren ist die Diaminokork- 
siiure unter Salzbildung leicht lOslich. Kristallisiert wurde z. b. 
das Chlorhydrat erhalten (s. 5. 103). Beim Kochen der in 
Wasser suspendierten Substanz mit Kupferkarbonat erhalt man 
keine blaue Loésung, wohl aber sieht man, dab an die Stelle 
des griinen anorganischen Kupfersalzes eine neue mattblaue 
Verbindung tritt. Um zu dem reinen Kupfersalz zu gelangen, 
habe ich folgenden Weg eingeschlagen, der sich auch fiir die 
Darstellung der anderen Salze als der zweckmabigte erwiesen hat. 


Diaminokorksaures Kupfer. 
CH, — CH, — CH - NH,COO, 
| 
CH, — CH, — CH - NH,COO 
1,05 ¢ Diaminokorksiiure (etwas mehr als ein Molekil) 
wurden mit 10 cem "/1-Natronlauge versetzt, mit 20 com Wasser 
verdiinnt, umgeschiittelt, aufgekocht und dann vom ungelosten 
abfiltriert. Zu dieser LOsung, die das stark dissoziierte Natrium- 
salz enthielt, wurde dann Kupfersulfat bis zur sauren Reaktion 
hinzugegeben, wobei sich sofort das normale Kupfersalz als 
blafblaue, in Wasser total unlosliche Kristallmasse abschied. 
Dasselbe wurde abgesaugt und griindlich mit Wasser aus- 
gewaschen und ist dann vollkommen rein. 
Analyse: 
0.2044 g¢ Substanz ergaben nach dem Vergliithen 0,0561 g CuO, 
C.H,,O,N,Cu. Berechnet: Cu 21,76 
Gefunden: » 21,96°» 
Diaminokorksaures Silber. 
CH, — CH, — CH - NH, — COOAg 


| 
CH, — CH, — CH - NH, — COOAg 
Auf ganz analogem Wege wurde die Silberverbindung 
erhalten, indem zur Lésung des Natriumsalzes Silbernitrat im 
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(perschuB zugefiigt wurde. Das Silbersalz fallt als weiBe, im 
Wasser giainzlich unlésliche Masse aus, die abgesaugt, mit Alkohol 
und Ather ausgewaschen und im Vacuum getrocknet wird. Es 
hildet dann ein weibes Pulver, dessen Zusammensetzung genau 
der des normalen Silbersalzes entspricht. 
Analyse: 
0.1795 g Substanz ergaben nach dem Gliihen 0.0873 ¢ Ag 
Berechnet: Ag 48,432/o 
Gefunden: » 48,64° 
Yon tiberschiissigem Alkali wird die Silberverbindung 
zersetzt, z. B. wird durch Barytwasser Silberoxyd abgespalten. 
Auf gleiche Weise lassen sich die anderen Salze der 
Diaminokorksiiure gewinnen. Die mit dreiwertigem Metall sind 
im Uberschufi des Fiillungsmittels in der Regel lislich, die mit 
zweiwertigem unloslich bis auf die von Blei, Mangan und Nickel. 
Das Natriumsalz gibt mit 
Aljuminiumsulfat emen weiben, gelatindsen Niederschlag 
Chromalaun eine blaugriine Fillung, die flockig ist und sich 
eroftenteils im Uberschuf list: 
Ferrichlorid eimen briiunlichen Niederschlag: 
Ferrosulfat einen griinlichen Niederschlag, unlislich im Uber- 
schuh des Fillungsmittels: 
Cadmiumsulfat eine weibe, flockige Fiillung, die beim Er- 
wiirmen pulverig wird: 
Quecksilberchlorid einen weiben, schweren Niederschlag. 
Kbenso verhilt sich neutrales, nicht aber saures 
Quecksilbersulfat, letzteres fallt nicht: 
Quecksilberacetat, weiber, flockiger Niederschlag, der beim 
Erhitzen pulverig wird; 
Nickelsulfat, eine der Kupferverbindung iihnliche blauweibe 
Fiillung, die sich im UOberschuB mit griinlicher Farbe lost; 
Manganosulfat, weifer, gelatindser Niederschlag, lOslich im 
Uberschub : 
Bleizucker und Bleiessig, weife, im Uberschuf lésliche 
Niederschliige. 
Das Verhalten der Diaminokorksiiure zu den Alkaloid- 
reagentien ist folgendes: 
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Phosphorwolframsiure erzeugt in der mit Salz- oder 
Schwefelsiure angesiiuerten LoOsung einen Niederschlag, der 
sich im UberschuB des Fallungsmittels lést. 

Pikrinsiiure, Tannin, Platinchlorid, Goldchlorwasserstoff- 
siiure, Kaliumwismut- und Kaliumquecksilberjodid fallen nicht. 


Phenyvicyanatverbindung der Diaminokorks dure. 
CH, — CH, — CH NHCO - NHC,H,) — COOH 


| 
CH, — CH, — CH(NHCO - NHG,H,) — COOH. 


Gleich den gewo6hnlichen Aminosiiuren. tritt Diaminokork- 
siure mit Phenylisocyanat in Reaktion unter Bildung eines nor- 
malen Harnstoffderivates. 

2 g Diaminokorksaéure wurden in 20 ccm "1-Natronlauge 
gelOst, mit 20 cem Wasser verdiinnt und unter Kiihlung mit 
ca. 2,6 ¢ Phenylcyanat geschiittelt. Nachdem der stechende 
Geruch des letzteren verschwunden war, wurde vom nebenbei 
gebildeten Diphenylharnstoff abfiltriert, und die alkalische Losung 
mit Salzsiiure versetzt: dabei schied sich sofort das Phenyl- 
ceyanatadditionsprodukt als feste weibe Kristallmasse ab, die 
ubgesaugt und mit kaltem Wasser ausgewaschen wurde. Zur 
Reinigung wurde dieselbe verdiinntem Alkohol umkri- 
stallisiert, wobei sie in schneeweiben Niidelchen vom Schmelz- 
punkt 250° erhalten wurde. 

Analyse: 
0.1773 g Substanz ergaben 19,2 cem N (19°, 765 mm) 
Berechnet: N 12.66 °%/o 
Gefunden: N 12.53% 0. 


Versuch zur Veresterung der Diaminokorksaure. 


Wie im theoretischen Teil auseinandergesetzt wurde, labt 
sich die Diaminokorksiiure nicht auf die gewOhnliche Weise mit 
Athylalkohol und Salzsiiuregas verestern. Der Versuch wurde 
so unternommen, dafi 5 g freie Diaminokorksiiure mit 50 cem 
absolutem Alkohol iibergossen und dann mit Chlorwasserstoffgas 
gesiittigt wurden. Weder in der Kiilte noch beim darauf 
folgenden Erwiirmen am Riickflubkiihler fiir sich oder bei gleich- 
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zeitigem Einleiten von Salzsiuregas erfolgte Losung. Es blieb 
yielmehr eine weife Kristallmasse zuriick, die schlieblich ab- 
sesaugt und mit Alkohol und dann mit Ather ausgewaschen 
wurde. Sie liste sich leicht in Wasser, war aber nicht das 
Chlorhydrat des erwarteten Didthylesters, sondern das bestiindige 
salzsaure Salz der Diaminokorksiiure selbst. Die Analyse 
ergab, daB hier das Dichlorhydrat vorliegt. 
Analyse: 
Titration : 
Fiir O.1784 g Substanz wurden verbraucht: 12,85 cem "/10-AgNO, 
Berechnet: Cl 25,63° 0 
Gefunden: Cl 25,57 °/o. 


B. 
Diaminosebacinsiiure. 
CH, — (CH,), — CH - NH, — COOH 


CH, — (CH,), — CH- NH, — COOH. 

Zur Darstellung der Diaminosebacinsiiure ging ich von 
der bekannten a-a,-Dibromsebacinsiure aus, die nach der 
Vorschrift von Auwers und bBernhardi!) durch Einwirkung 
von Brom und rotem Phosphor auf Sebacinsiure erhalten wird; 
es wurden 60 g Sebacinsiiure stets auf einmal verarbeitet, indem 
sie nach inniger Mischung mit 7 g rotem Phosphor und 250 g 
in bekannter Weise behandelt wurden. Statt des fiir 
derartige Bromierungen vielfach tiblichen komplizierten Apparates 
diente ein einfacher Rundkolben mit eingeschliffenem breiten 
Kiihlrohr A, tiber welches der Mantel eines Liebigschen Kiihlers 
gezogen war. Durch dieses Kiihlrohr hindurch fiihrte ein zweites 
diinneres B eines gewohnlichen Kiihlers, das mit seinem er- 
weiterten Ansatz in dem oberen freien Ende von B hing und 
einige Zentimeter tiber dem Boden des Kolbens endigte. Dieses 
Kiihlrohr B, durch das successive das Brom eintropfte, wurde 
nach beendigter Bromzugabe aus dem Kiihlrohr A heraus- 
gezogen. Nach dem Verschluf von A mit einem Chlorcalciumrohr 
wurde das Bromierungsgemisch dann fiinfzehn Stunden auf dem 
Wasserbade erhitzt. Die weitere Verarbeitung geschah nach 


') Berichte, Bd. XXIV, S. 2232 (1891). 
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Vorschrift, und die erhaltene Dibromsebacinsiiure wurde aus 
heifem Wasser umkristallisiert, bis sie den Schmelzpunkt 
118° zeigte. 

Zur Verwandlung in die Diaminosiiure wurde das erhaltene 
Produkt mit der gleichen Menge gepulverten festen Ammonium- 
varbonates und der zwanzigfachen Menge konzentrierten Am- 
moniaks (25°/o) 6 Stunden lang im eisernen Autoklaven auf 
120° erhitzt. 30—50 g Dibromsebacinsiiure kénnen so auf 
einmal verarbeitet werden. Der Autoklaveninhalt enthalt bereits 
den groften Teil der Diaminosiiure in fester Form suspendiert, 
doch wurde zuniachst durch Eindampfen in  flacher Schale 
auf dem Wasserbade der AmmoniakiiberschuS entfernt. Dabei 
kristallisiert vom Rande her in reichlicher Menge die Diaminosiiure 
in farblosen Krusten. Nach 24stiindigem Stehen wird sie abfiltriert 
und kann wegen ihrer grofen Schwerldslichkeit im Wasser 
leicht durch Auswaschen von Bromammonium befreit werden. 
Es hinterbleibt ein weiBes Kristallpulver, das nur durch Spuren 
von Eisenoxyd und andere mechanische Beimengungen verun- 
reinigt ist. Durch Kristallisation aus sehr viel heiBem 25°/oigen 
Ammoniak erhiilt man die Diaminosiiure in fettig glanzenden 
Schuppen in einer Ausbeute von 72°/o. Die Substanz teilt die 
Neigung ihres niederen Homologen, der Diaminokorksdéure, aus 
Porzellangefiiben Kieselsaéure und Tonerde aufzunehmen. Deshalb 
wurde der zur Analyse bestimmte Anteil noch einmal im Pla- 
umeelost. 

Analyse: 


01964 g Substanz ergaben 03691 g CO, und 0,1532 g H,O 
0.2357 » » > 25,4 cem (17°, 755 mm) 


N,O,. Berechnet: C 51,72°/0, H 8,62°/o 
Gefunden: C 51,25°/o, H 8,67 °/o 
Berechnet: N 12,06 °%o 
Gefunden: N 12,43°/o. 

Unter dem Mikroskop erweisen sich die fettig glanzenden 
Schuppen als ein Konglomerat feiner Niidelchen, die gleich den 
meisten h6heren Diaminosiiuren, ohne zu schmelzen, sich tiber 
300° langsam zersetzen. Hierbei sublimiert ein Teil unter 
Bildung von kohlensaurem Octomethylendiamin. Bei schnellem 
Erhitzen liefert die Substanz fichtenspanrdtende Diimpfe. 
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Auch diese Diaminosiiure schmeckt, obgleich sie eine 
a-a,-Siure ist, nicht siif, sondern fade. 

Die Verbindung lost sich leicht in Mineralsiiuren wie in 
fliichtigen und fixen Alkalien. Beim Kochen mit letzteren gibt 
sie kein Ammoniak ab, sondern ist bestiindig. Die Schwer- 
metallsalze sind auberordentlich wenig loslich und kénnen deshalb 
nicht durch Kochen der Diaminosiiuren mit den entsprechenden 
Metalloxyden oder Carbonaten dargestellt werden, wohl aber 
durch doppelte Umsetzung der leicht lOslichen Alkaliverbindungen. 


Diaminosebacinsaures Kupfer. 


0.52 ¢ Diaminosebacinsiiure wurden mit 5 cem ®/1 Natron- 
lauge und 10 ccm Wasser erwirmt und vom Ungeldsten ab- 
filtriert. Zur erkalteten Losung wurde Kupfersulfat im Uberschul 
gegeben, wobei sofort in himmelblauen Nadeln das diamino- 
sebacinsaure Kupfer ausfiel. Es wurde abgesaugt und successive 
mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen; es ist selbst 
in siedendem Wasser total unloslich. 


Analyse: 


0.2044 g¢ Substanz ergaben nach dem Vergliihen 0,0561 g CuO 
C,oH,,0,N,Cu. Berechnet: Cu 21,76°)o 
Gefunden: » 21,962%%o. 


Diaminosebacinsaures Silber. 


Die Verbindung wird auf analogem Wege aus 0,52 g 
Diaminosiiure, Lauge und konzentriertem Silbernitrat erhalten; 
sie stellt ein weibes allem Anschein nach amorphes Pulver 
dar, das in Wasser vollig unléslich ist, sich aber in Salpeter- 
siure wie in Ammoniak lést. Die Verbindung wird abgesaugt 
und bildet nach dem Auswaschen mit Alkohol und Ather ein 
larbloses Pulver, das sich im direkten Licht langsam_ briiunt. 
Fixe Alkalien scheiden sofort Silberoxyd aus. 

Analyse: 
0.1795 g Substanz ergaben nach dem Gliihen 0,0873 g Ag 
C,,H,,0,N,Ag,. Berechnet: Ag 48,43°/o 
Gefunden: » 48,64%o. 
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Phenyleyanatverbindung der Diaminosebacinsaure. 
CH, — (CH,), — CH - (NH — CO. NH- €,H,) — COOH 
CH, — (CH,), — CH - (NH — CO- NH - C,H,) — COOH. 
1.2 ¢ Diaminosebacinsiiure wurden in 10 ccm ®/1-Natron- 
lauge gelést, mit 20 cem Wasser verdiinnt und mit 1,6 g 
Phenylcyanat in bekannter Weise behandelt. Nach 2stiindigem 
Stehen wurde filtriert und mit Salzsiiture das Additionsprodukt 
ausgefallt. Letzteres bildet ein weifes Kristallpulver, das ab- 
gesaugt und mit kaltem Wasser ausgewaschen wurde. Die 
Verbindung, die in quantitativer Ausbeute entsteht, ist sofort 
rein und zeigt den Schmelzpunkt 210°, der sich bei Um- 
kristallisation aus heiBem, 50°/oigem Alkohol nicht indert. 
Analyse: 
0.2195 g Substanz ergaben 22,4 ccm N (21°, 767 mm) 
Berechnet: N 11,91°/o 
Gefunden: N 11,73%. 


Verwandlung der Diaminosebacinsiure in a-u,-Dioxyse- 
bacinsa&ure. 
CH, — (CH,), — CH - OH — COOH 
Cu, — (CH,), — CH - OH — COOH 
0.5 g¢ Diaminosebacinsiiure wurden in der berechneten 
Menge (2 Molekiile) verdiinnter Schwefelsaéure gelost; hierzu 
wurde tropfenweise unter Turbinieren und gleichzeitiger Kiihlung 
eine LOsung der doppelten theoretischen Quantitét Baryumnitrit 
gefiigt. Es beginnt eine regelmibige Gasentwicklung, bei der 
zuerst reiner Stickstoff, zum Schlub auch Stickoxyde entweichen. 
Nach eintiigigem Stehen wurde Salzsiure bis zur deutlich sauren 
Reaktion hinzugefiigt und aufgekocht, wobei abermals Gas- 
entwicklung zu konstatieren war. Neben Baryumchlorid ent- 
halt die vom bBaSO, abfiltrierte Losung nunmehr die Dioxyse- 
bacinsaiure. 
Zu deren Isolierung wird mit Ammoniak iibersiittigt und 
auf dem Wasserbade bis auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Dabei scheidet sich das dioxysebacinsaure Baryum!) als 


') Die Existenz dieser Verbindung erwiihnt A. v. Baeyer (Ber, 
Bd. XXX, 8S. 1962 [1897]); tiber ihre Zusammensetzung findet sich keine 
Angabe in der Literatur. 
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kirnige, sandige Masse ab, die zur Reinigung noch einmal in 
yerdiinnter Salzsdure gelést und durch Neutralisation mit Am- 
moniak und darauf folgendem Eindampfen wiedergewonnen 
wird. Nach dem Waschen mit Wasser, Alkohol und Ather 
ist die Verbindung rein; sie wurde bei 125° zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 
Analyse: 
01740 g Substanz ergaben nach dem Veraschen und Abrauchen 
mit Schwefelséure 0,1088 g BaSO, 
C,,H,,O,Ba. Berechnet: Ba 37,13°/o 
Gefunden: » 36,80°/o. 


CH, — (CH,), — CH - NH, — COOC,H, 


| 
CH, — (CH), — ~ 


Wie zuvor bemerkt ist, laBt sich die Diaminosebacin- 
siiure, ungleich der Diaminokorksiiure, aber ganz analog den 
gewohnlichen Monoaminosiiuren durch Behandlung mit Salz- 
siuregas und absolutem Alkohol in den normalen Ester ver- 
wandeln. Zur Ausfiihrung des Versuches wurden 5 g mit 
50 cem absoluten Alkohols iibergossen und ohne besondere 
Kiihlung mit trockenem Salzsiuregas gesiittigt. Dabei ging 
schon in kurzer Zeit die Diaminosiiure in Losung. Nachdem 
die alkalische Fliissigkeit gesiittigt war, wurde sie zur Ver- 
vollstandigung der Reaktion noch am Riickflubkiihler auf dem 
Wasserbade eine Viertelstunde erwarmt. Der erhaltene 


Salzsaure Diaminosebacinsaurediithylester 
CH, — (CH,), — CH - NH, — COOC,H, - HCl 


| 
CH, — (CH,), — CH - NH, — COOC,H, - HCI. 


wird im festen Zustande am sichersten durch Verdunstung 
der salzsauren Fliissigkeit im Vacuumexsikkator iiber kon- 
zentrierter Schwefelsiture und Calciumoxyd gewonnen. Er 
hinterbleibt dann als aus langgestreckten Niidelchen bestehende 
farblose Kristallmasse, die abgepreft wird und ohne weiteres 
rein ist. 
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Analyse: 
0.2235 g Substanz ergaben 15,1 ccm N (19°, 751 mm) 

Fiir O,1898 wurden verbraucht 10,9 ccm ®/10-AgNO, 

C,,H,,0,N,Cl,. Berechnet: N 7,75°/o, Cl 19,67 °/o 
Gefunden: N 7,67°/o, Cl 19,24°/o. 

Das Chlorhydrat lost sich leicht in Alkohol, aber nicht 
in Ather. Destilliert man die iiberschiissige alkoholische Salz- 
siiure aus der Losung des Diiithylesters auf dem Wasserbade 
ab, so findet eine geringe Zersetzung statt, die Fliissigkeit 
verfiirbt sich, und der Ester hinterbleibt als gelbbriunliche, 
halb feste, halb  fliissige Masse, sei es, hierbei partielle 
Verseifung oder Kondensation stattfindet. 

Aus dem salzsauren Salz laibt sich 


der freie Ester 


in der tiblichen Weise gewinnen. Die konzentrierte LOsung in 
Wasser wird mit festem Kaliumearbonat und etwas KOH im 
Uberschul, versetzt, worauf sich dicke gelbliche Oltropfen mit 
intensiv piperidiniihnlichem Geruch an die Oberflache heben. 
Dieselben lassen sich mit Ather, leichter aber mit einem solchen, 
der 10° o Alkohol enthalt, ausschiitteln. Nach der Trocknung 
iiber Glaubersalz wird dieser Auszug verdunstet und im Vacuum 
rektifiziert. Bei 240° und ca. 10 mm Druck destilliert der 
freie Ester als farbloses Liquidum, dem auch im reinen Zu- 
stande der erwihnte Geruch zukommt. Der freie Ester schwimmt 
zuniichst auf Wasser, lést sich aber nach kurzer Zeit darin 
auf. Von Alkohol wird er leicht, von Ather etwas schwerer 
aufgenommen. In Benzol und Ligroin ist er unldslich. Gleich 
den Estern aller Aminosiiuren besitzt auch der Diaminose- 
bacinsiurediiithylester ausgepriigt basischen Charakter, Er 
reagiert intensiv alkalisch auf Lakmus und vereinigt sich mit 
zwei Aquivalenten Siiure zu gut kristallisierenden Salzen. Am 
leichtesten erhiiltlich ist 


das Pikrat, 
CH, — (CH,), — CH+ NH, - COOC,H,, €,H,(NO,),0H 
| 
CH, — (CH,), — CH - NH, - COOC,H,, C,H,(NO,),OH 
das auf Zusatz konzentriert wiisseriger PikrinsiiurelOsung zur 
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wiisserigen LOsung des Esters als Kristallbrei ausfillt. Es kann 
auch aus dem Chlorhydrat auf gleichem Wege erhalten werden. 
Das Pikrat bildet schwefelgelbe Nadeln, die in Wasser 
auferordentlich schwer léslich und nach dem Auswaschen mit 
diesem Solvens sofort rein sind. Sie zersetzen sich bei 198°. 
Analyse: 
0,1529 g Substanz ergaben 0,2330 g CO, und 0,0636 g H,0 


Berechnet: C 41,82%o, H 4,562/o 
Gefunden: C 41,56°o, H 4,62). 
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Zur Kenntnis der Diamine. 
Il. Mitteilung.?) 


Kine neue Synthese der Diamine. 
Von 


Carl Neuberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1905.) 


Wie in der vorangehenden Mitteilung erwihnt ist, spalten 
die Diaminocarbonsauren bei der trockenen Destillation 
Kohlensiure ab und geben Diamine: 

CH, — (CH,)n — CHNH, — COOH 


| 

CH, — (CH,)n — CHNH, — COOH 
CH, — (CH,)n — CH, — NH, 
+.2C0, 


| 
CH, — (CH,)n — CH, — NH, 


Diese Reaktion involviert ein neues Verfahren zur Synthese 
der Diamine, das namentlich im Hinblick auf physiologische 
Fragen nicht ohne Interesse ist. Die Abspaltung von Kohlen- 
siiure aus Aminosiiuren ist ein gerade in letzter Zeit hiiutig 
beobachteter physiologischer Vorgang, und die Bildung der 
Diamine bei der Verdauung und der Ptomaine bei der Fiiulnis 
ist auf diesem Wege wiederholt erklart worden. Durch das 
rein chemische Experiment konnte jedoch diese Anschauung 
bisher nicht gestiitzt werden, indem auf rein chemischem 
Wege ohne Mitwirkung von Organismen oder Enzymen Kohlen- 
siiureabspaltung aus Diaminoséuren bisher nicht moglich war. 

Zu den iilteren Methoden der kiinstlichen Darstellung von 
Diaminen, den Verfahren von A. W. v. Hofmann, Laden- 
burg, Mentius, Gabriel, Tafel, Ciamician, hat vor 


') Die erste Mitteilung siehe Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 355 (1904). 
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wenigen Jahren Curtius ein neues gefiigt, indem er seine 


Methode zum Ersatz einer Karboxylgruppe durch Amid auf 


die Dicarbonsiiuren iibertrug. Diese Methode, die von den 
Siurehydraciden (Il) ttber die Acide (Ill) zu den Ure- 
thanen (IV) und schlieblich den Aminen (V) fiihrt, hat die 
Umwandlung z. b. der Glutarsiure (1) in 1,3 Diaminopropan 
ermoglicht : 


I. CH, CH 
NCH, — COOH CH, CO-NH- NH, 
CH, - CON, CH, -NH- COOC,H, CH, NH, 
CH AV. CHA V. CHC 
CH, - CON, ‘CH, NH - COOC,H, CH, - NH, 


Auf demselben Wege erhielt Curtius?) das 1,6-Diamino- 
hexan aus dem Korksaurehydracid und 1,8-Diaminooctan 
aus der entsprechenden Sebacinsiiureverbindung. Diamino- 
hexan und Diaminooctan entstehen nun durch einfache Ab- 
spaltung zweier Molekiile ohlensiure, auch aus der Diamino- 
korksaure und Diaminosebacinsaiure?) d. h. es verhalten sich 
die Diaminodicarbonsiuren wie die Monoaminosiuren. Der 
Ubergang der letzteren in gewodhnliche Amine, z. B. von 
Leucin in Amylamin ist schon seit langem bekannt.?) Die 
chemische Abspaltung von Kohlensiiure aus solchen Ver- 
bindungen der aliphatischen Reihe vollzieht sich nun nicht 
selir glatt, indem nebenher auch pyrogene Produkte auftreten. 
bel den erwahnten hodher molekularen Diaminodicarbon- 
siuren bildet die Isolierung der daraus entstehenden Diamine 


jedoch nur geringe Schwierigkeiten, indem das Diamin resp. 


das kohlensaure Salz im Ansatzrohr des Destillationskolbens 
grobtenteils erstarrt und durch Losen mit Athylalkohol sowie 


') Journ. f. prakt. Chemie [2], Bd. LXII, S. 189 u. 212 (1900). 

*) Auch die Abspaltung von CO, aus den aromatischen Di- 
aminoséuren, z. B. aus den verschiedenen Diaminobenzoesiuren, voll- 
zieht sich auferordentlich leicht. So zerfillt ja die 1:2:4-Séure im 
Moment der Entstehung in CO, und m-Phenylendiamin (Wurster, Ber., 
Bd. VII, S. 149). Bei einer gemischt aromatisch-aliphatischen Phenyl- 
diaminosiure, bei der a-Anilido-3-Aminopropionsiure, hat S. Gabriel 
‘Ber, Bd. XXXVIHI, S. 645) CO,-Abspaltung bei Destillation mit 
Natronkalk beobachtet. 
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Abdampfen von dem nebenher gebildeten leicht fliichtigen Am- 
moniak getrennt werden kann. 

Die Erfolge, die wir bei den zweibasischen Diamino- 
siuren hatte, veranlabten uns, zu priifen, ob nicht auch die 
sewohnlichen Diaminosiiuren zum Ubergang in Diamine 
durch Abspaltung eines Molekiils Kohlensaéure_ befahigt 
sind, zumal diese wegen ihrer grOfberen Beteiligung am Auf- 
bau des Eiweifimolekiils fiir die physiologische Bildung der 
Diamine noch mehr in Betracht kommen.  Jiingst haben 
A. Loewy und C. Neuberg!) gezeigt, daB Lysin (Diamino- 
kapronsaure) und Ornithin (Diaminovalerianséure) im Organis- 
mus des Cystinurikers unter Kohlensaureverlust in die ent- 
sprechenden Diamine iibergehen und als die Quelle des bei 
dieser Stoffwechselanomalie auftretenden Tetramethylendiamins 
(Putrescin) und des Pentamethylendiamins (Cadaverin) aufzu- 
fassen sind. Daf auch Faulniserreger die analoge Umwandlung 
von Lysin und Ornithin bewirken, hat schon frither A. Ellinger?) 
gezeigt. 

Den ersten Versuch, auch auf chemischem Wege Kohlen- 
siiure aus den einbasischen Diaminosaéuren abzuspalten, scheint 
Drechsel’) unternommen zu haben. Bei der trockenen 
Destillation von salzsaurem Lysin gelangte er jedoch zu 
keiner einheitlichen, definierbaren Verbindung; ahnliche Ver- 
suche haben E. Schulze und Winterstein‘) mit Ornithin- 
chlorid angestellt. Bei der trockenen Destillation der salz- 
sauren Diaminovaleriansiiure (I) erhielten sie eine vermutlich 
als Pyrrolidin (Il) anzusprechende Substanz: 


CH, — CH(NH,) — COOH CH, — CH, 
I | | NH 
CH, — CH,(NH,) (HCI) CH, 


gewannen sie jedoch nicht in reinem Zustand. Nun ist be- 
kannt, daf die salzsauren Salze der Diamine bei der 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 338 (1904). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 3183 (1899), und 
Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 334 (1900). 

§) Verhandl. d. Kénigl. Sachs. Akademie d. Wissensch., Bd. XXI, 
S. 117 (1889). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 133 (1902). 
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rrockenen Destillation unter Verlust von Chlorammonium in 
cyklische Amine’) tibergehen, beispielsweise Pentamethylen- 
diaminchlorhydrat (1) in Piperidin (Il): 


CH, — CH, — NH, *\CH, — CH,” 
Wenn also Schulzes und Wintersteins Reaktions- 

produkt aus salzsaurer Diaminovaleriansdure wirklich Pyrrolidin 

gewesen ist, so wird man die Bildung des letzteren wohl der 

Gegenwart von Chlorwasserstoff zuzuschreiben haben, der 

intermediar gebildetem Tetramethylendiamin bei der hohen 

Temperatur die Elemente des Ammoniaks entzieht:?) denn es 

gelingt, die freien Diaminosauren durch Kohlensiiureab- 

spaltung bei der trockenen Destillation direkt in Diamine zu 
verwandeln, und zwar sind die Versuche mit Lysin (I) und 
mit a-B-Diaminopropionsidure (II) ausgefiihrt, welche Cada- 
verin und Athylendiamin ergaben: 
I. NH, — CH, — (CH,), — CHNH, — COOH = CO, 
-_ CH, — NH, — (CH,), — CH, - NH, 
lI. CH, - NH, — CH- NH, — COOH = CO, + CH,- NH, — CH, - NH, 
Diamine kénnen also sowohl aus den Diaminomono- 
wie Diaminodicarbonsaéuren durch Abspaltung von ein oder 
zwel Molekiilen Kohlensiure erhalten werden. 


NH IL.) 


Experimentelles. 
(Mitbearbeitet von Ernst Neimann.) 


A. 
Ubergang von a-a,-Diaminokorksiure in 1,6-Hexa- 
methylendiamin. 


CH, — CH, — CH, — NH, 
Fiir die Abspaltung von Kohlensiiure aus der Diamino- 
korksiure und der homologen Diaminosebacinséure hat sich 
folvendes Verfahren als das zweckmiibigste erwiesen. 


') A. Ladenburg, Ber., Bd. XVIII, 5. 3100 (1885). 
?) A. Ladenburg, Ber., Bd. XX, 5. 442 (1887). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 8 
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1 bis 3 ¢ der freien Diaminoséure wurden in vollkommen 
trockenem Zustande aus einem kleinen Fraktionierkolbchen mi 
niedrigem Ansatzrohr der trockenen Destillation unterworfen, 
wobei das Destillat in einem zweiten Koélbchen aufgefangen 
wurde, das mit dem ersten nach Art der zur Vacuumdestillation 
dienenden Apparatur verbunden war. Eine besondere Kihlung 
ist dabei nicht nétig, indem die entweichenden Diimpfe nichits 
von .dem gesuchten Reaktionsprodukt fortfiihren. Letzteres 
sublimiert zum Teil in Form eines weiben Beschlages, zum Teil 
destilliert es als im Kiihlrohr mehr oder minder  vollstiindig 
erstarrendes gelbes Ol, wiihrend verkohlte Massen im Kolben 
zuriickbleiben. Der sublimierte wie destillierte Anteil werden 
gemeinsam durch Auskochen mit Alkohol gelost, filtriert und 
auf dem Wasserbade verdunstet. Es hinterbleibt eine halb 
kristallinische, halb amorphe Masse, die unter anderem dias 
Diamin enthiilt. Der Riickstand wird mit Wasser angeriihrt 
und sechwach erwiirmt; ungelist hinterbleiben braune Oltropfen 
pyrogener Zersetzungsprodukte, die durch ein nasses Filter ab- 
filtriert werden. In der dunkel gefiirbten Losung befindet sict 
das Diamin resp. sein kohlensaures Salz, das mit Knochenkohle 
entfiirbt und in die folgenden, es charakterisierenden Verbin- 
dungen verwandelt wurde. 


Chloroplatinat des 1,6-Diaminohexans. 
CH, 

Die konzentrierte wasserige Diaminl6sung wurde mit etwas 

Alkohol und dann mit Platinchlorid im UberschuB  versetzt. 

Sofort begann die Ausscheidung der Platindoppelverbindung. 

die nach 24stiindigem Stehen abgesaugt und mit Alkohol und 

Ather ausgewaschen wurde. Sie bildet ein orangegelbes Kristall- 

pulver, dessen Reinheit durch die Analyse bestitigt wurde. 


Analyse: 
0.1611 g Substanz ergaben 69 ccm N (17°, 748 mm) 
0.1557 » > 0.0568 g Pt 


Berechnet: N 5,35°/o, Pt 36,90° 
Gefunden: » 4,89°%0, » 36,482%o. 
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Chloraurat des 1,6-Hexamethylendiamins. 
CH, — CH, — CH, — NH,, HAuCl, 
CH, — CH, — CH, — NH,, HAuCl,. 


Die Verbindung wurde in derselben Weise dureh iiber- 
schiissige Goldchlorwasserstoffsdiure gefallt. Ihre Abscheidung 
beginnt gleichfalls sofort: sie bildet ein gelbbraunes Kristall- 
pulver, das nach dem Auswaschen mit Alkohol und Ather im 
Vacuum tiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet wurde. Unter dem Mikroskop erkennt man, dab die 
Substanz aus glanzenden, prismatischen Kristallen besteht. 


Analyse: 
0,0939 g Substanz ergaben 0,0465 g Au 
Berechnet: Au 49,50°/o 
Gefunden: » 49,52%o, 


Quecksilberchloriddoppelsalz des Diaminohexans. 


Zur Darstellung dieser Verbindung diente nicht die Losung 
der freien Base, sondern das Chlorhydrat. Letzteres wurde 
durch Neutralisation der alkalisch reagierenden Diaminohexan- 
ljsung mit Salzsiiure und Abdampfen auf dem Wasserbade be- 
reitet. Der Ruickstand wurde in etwa 50° oigem Alkohoi ge- 
lst, filtriert und mit gesittigter wasseriger SublimatlOsung ver- 
setzt. Sofort fiel ein weiber mikrokristallinischer Niederschlag 
aus, der abgesaugt und mit Wasser, Alkohol und Ather aus- 
gewaschen wurde. Beim Trocknen im Vacuumexsikkator iiber 
Phosphorpentoxyd wird die Verbindung gewichtskonstant und 
nimmt einen leicht gelblichen Farbenton an. 

Analyse: 
0,1505 g Substanz ergaben 0,0974 g Hgs 
Gefunden: Hg 55,78°/o 
Die Analyse fiihrt zu der Zusammensetzung 
C,H,,N, 2HCl . 2HgCl, 
fiir das Doppelsalz. Diese Formel verlangt Hg = 54,959 ». 

Nun haben Curtius und Clemm!) eine Quecksilberver- 

bindung der Zusammensetzung C,H,,N, - 2HCl . 4HgCl, erhalten. 


‘) Journal f. prakt. Chemie, Bd. LXII, S. 208, 1900. 
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116 Carl Neuberg, 


Die Bedingungen, unter denen diese Autoren gearbeitet haben, 
sind etwas andere gewesen als bei uns, indem sie die Fiallung 
in rein wisseriger LOsung und mit der freien Base, nicht mit 
ihrem Chlorhydrat vornahmen. 

Aus den Untersuchungen von L. Brieger,!) A. Laden- 
burg,?) Werigo®) und Bocklisch*) tiber die Mercurichloride 
der anderen Diamine, z. B. des Pentamethylendiamins, ist be- 
kannt, dafi diese Substanzen je nach Konzentration und Wahl 
des Lésungsmittels verschieden zusammengesetzte Doppelsalze 
mit Sublimat bilden kOnnen; z. B. sind die folgenden Cadaverin- 
verbindungen bekannt: 

C,H,,N, +2 HCl, 2 HgCl, 
C,H,,N, -2 HCL, 3 HgCl, 
4HgCl,. 

Die Existenz zweier verschieden zusammengesetzter Hexa- 
methylendiamin-Quecksilberverbindungen ist demnach nicht auf- 
fallend. 

Die freie Base, resp. ihr Carbonat geben ferner Nieder- 
schliige mit Phosphorwolframsiure, Gerbsaéure und Kalium- 
wismutjodid. Mit Pikrinsiiure erhielten wir in der Verditinnung 
nur eine Olige Triibung. 

Die Ausbeute an Diaminohexan entspricht 28°/o der Theorie, 
berechnet auf die angewandte Menge Diaminokorksaure. 


b. 


Ubergang von a-a,-Diaminosebacinsadure in 1,8-Octo- 
methylendiamin. 
CH, — CH, — CH, —- CH, — NH, 


Durch trockene Destillation von Diaminosebacinsiure in 
Mengen von 1—3 g entsteht unter analogen Verhiiltnissen und 
unter gleichen Erscheinungen wie beim Diaminohexan das 


1) Untersuchungen iiber Ptomaine, Berlin 1886. 

2) Ber. der Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, S. 2586 (1886), und 
Bd. XX, S. 2217 (1887). 

*) Pfliigers Archiv, Bd. LI, S. 363 (1891). 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX, S. 1442 (1887). 
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Diaminooctan. Die Isolierung geschah in der gleichen Weise 
und lieferte ebenfalls eine alkalisch reagierende Losung des 
freien Diamins, resp. seines Carbonates. Die Base gibt selbst 
in starker Verdiinnung Niederschliige mit: 

Phosphorwolframsiure, in saurer Losung dichte weibe 
Fallung; 

Tannin, einen flockigen Niederschlag: 

Platinchlorid, gelbe kristallinische Fiillung: 

Quecksilberchlorid, eine weibe Fiillung: 

Neblers Reagens, desgleichen; 

Kaliumwismutjodid, einen briaunlichen Niederschlag: 

Goldehlorid, in der Verdiinnung nur eine Triibung: 

Pikrinsiiure, desgleichen. 

Analysiert wurden das Platinsalz und die Quecksilber- 
verbindung. 


Chloroplatinat des Octomethylendiamins. 

| -H,Ptcl,. 

Die Verbindung entsteht wie die entsprechende des Dia- 

minohexans und bildet ein gelbes Kristallpulver, das mit Alkohol 
und Ather gewaschen und im Vacuumexsikkator zur Gewichts- 
konstanz getrocknet wird. 


Analyse: 
0.1345 g Substanz ergaben 5,5 cem N (15°, 770 mm) 
01214 » » > 0,0434 ¢ Pt 
Berechnet: N 5,08°9/o, Pt 35,20°/o 
Gefunden: » 4,85°%0, » 33.75%). 


Quecksilberchloriddoppelverbindung des Diamino- 
octans., 


| 
CH, — CH, — CH, — CH, — NH, - HgCl, 


Zur Darstellung derselben wurde die Substanz in kon- 
zentrierter wiisserig-alkoholischer Losung mit gesittigter Subli- 
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118 Carl Neuberg, 


matlésung ausgefiallt. Die Zusammensetzung der Verbindung 
stimmt am besten mit der Formel C,H,,N, - Hg,Cl, tiberein. 
Curtius und Steller!) haben ein Diaminooktanderivat der 
Formel C,H,,.N, 2 4 HgCl, beobachtet: beziiglich der 
Existenz verschiedener Typen der Quecksilberdoppelsalze sei 
auf das beim Diaminohexam Gesagte verwiesen. 

Diese Verbindung bleibt auch bei der Trocknung im 
Vacuum farblos, wiihrend Curtius fiir seine anders zusammen- 
gesetzte rosa Fiirbung angibt. 

Analyse: 
QO1187 g Substanz ergaben 0.0786 g HgS 
C.H,,N Cl,Hg,. Berechnet: Hg 57,20 °/o 
Gefunden: » 57,17°/o 
der angewandten Diaminosebacinsiure lassen sich 
auf diese Weise in Diaminooctan itiberfiihren. 


C. 
Verwandlung des Lysins in Pentamethylendiamin. 


Zur Ausfiihrung des Versuches diente als Ausgangsmaterial 
das Pikrat des natiirlichen optisch-aktiven Lysins. Dasselbe 
wurde in konzentrierter wiisseriger LOsung mit der doppelten 
Menge der theoretisch erforderlichen Quantitaéat Schwefelsaure in 
das Sulfat verwandelt, die Pikrinsiiure durch Filtration und der 
Rest durch Extraktion mit Ather entfernt. Durch Zusatz der be- 
rechneten Menge Barytwasser wurde sodann die Schwefelsdure 
genau entfernt und eine Losung des freien Lysins erhalten, dessen 
Menge 8,22 g betrug. Dieselbe wurde in einem kleinen Destillations- 
kélbchen in vacuo abgedampft und der Riickstand nach der Trock- 
nung bei 120° direkt der Destillation unterworfen. Hierbei geht das 
Lysin resp. das nach dem Abdampfen wohl zuriickbleibende 
kohlensaure Additionsprodukt, das lysincarbaminsaure Lysin von 
Drechsel und Kriiger,?) zum Teil in Pentamethylendiamin 
liber. Neben intensiv nach Pyrrol riechenden Diimpfen  destil- 
lieren Wassertropfen und ein auf ihnen schwimmendes braunes 


1) Journal fiir prakt. Chemie, Bd. LXII, S. 230 (1900). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXV, S. 2454 (1892). 
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()| ber. Wegen der groberen Fliichtigkeit des Diaminopentans 
war die Vorlage mit verdiinnter Salzsiiure gefiillt und von auben 
yekiihlt. Sobald weder Diimpfe noch Oltropfen im Ansatzrohr 
mehr sichtbar waren, wurde das aus zwei Schichten bestehende 
Hestillat sofort verarbeitet. Die Olschicht blieb bei wiederholter 
Filtration durch nasse Filter auf diesem zuriick, wiihrend das 
Diamin in der salzsauren Losung sich befand. Letztere wurde 
mit Knochenkohle entfairbt und dann auf dem Wauasserbade bis 
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde mehrfach mit 
siedendem Alkohol ausgezogen, wobei Chlorammonium und 
auch kleine Mengen organischer Verbindungen zuriickblicken. 
Der in Losung befindliche Anteil wurde durch Eindampfen ge- 
wonnen, wobei eine zerflieBliche Masse resultierte. Dieselbe 
wurde in Wasser gelost, mit Natronlauge alkalisch gemacht 
und nach dem jiingst von Loewy und Neuberg!) angegebenen 
Verfahren zur Isolherung der Diamine in das Phenylcyanat- 
derivat verwandelt. Dem Gewicht des zerflieBlichen Chlor- 
hydrates entsprechend (2,08 g) wurden 3 g Phenylcyanat an- 
vsewendet. Es resultiert ein verhiiltnismibig reichlicher Nieder- 
schlag, der aus einem Gemisch von Diphenylharnstoff und der 
biphenvlcvanatverbindung des Pentamethylendiamins bestand. 
Letztere wurde in der von Loewy und Neuberg angegebenen 
Weise zunachst durch Auskochen mit Alkohol und dann durch 
Kristallisation aus siedendem Pyridin rein erhalten, und zwar 
in einer Menge von 2,02 g. 
Analyse des Phenylcyanatderivates: 
0.1864 g Substanz ergaben 26,1 ccm N (18°, 754 mm) 
01816 > > 0.4485 g CO, und 0.1161 g H,O 


Berechnet: N 16,47°/o, C 67,06°/o, H 7,06 
Gefunden: » 16,05°%0, » 67.36%, » 710%. 


Auf diese Weise abt sich also auf rein chemischem Wege 
Lysin in Pentamethylendiamin iiberfiihren, und zwar entspricht 
dessen Menge, berechnet aus der isolierten Phenyleyanatver- 
bindung, einer Ausbeute von 7,6°/0. 


Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 355 (1904). 
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D. 


Uberfithrung von a-B-Diaminopropionsaure in 
Athylendiamin. 


Als Ausgangsmaterial-diente reine, nach Neuberg und 
Silbermann!) dargestellte Diaminopropionsiure, die durch 
Schiitteln mit einem kleinen UberschuB von Silberoxyd vom 
Halogen und durch Behaidlung mit Schwefelwasserstoff vom 
gelisten Silber befreit wtitde. Die bei Verarbeitung von 12.6 g 
Chlorhydrat resultierende Lésung der freien Diaminopro- 
pionsiiure, resp. ihres Kohlensiureadditionsproduktes wurde 
eingeengt und in der beim Lysin beschriebenen Weise aus 
einem Fraktionierkolben in eine mit Salzsaéure beschickte Vor- 
lage hineindestilliert. Die Reaktion vollzog sich in ihnlicher 
Weise, nur entstanden weniger Olige Produkte, aber mehr 
Chlorammonium als beim Lysin. Durch Ausziehen mit warmem 
absoluten Alkohol wurde auch hier das salzsaure Diamin vom 
Chlorammonium befreit und schlieblich aus wisseriger Losung 
mit Platinehlorid gefiillt. Die Analyse bestiitigte das Vorliegen 
des Athylendiamins. 


Athylendiaminchloroplatinat. 


Analyse: 

01641 ¢ Substanz ergaben 8,7 mm N (17°, 759 mm) 
O,1281 » > 0,0529 Pt 

CH, — NH, 

| -H,Ptcl, 

CH, — NH, 
Berechnet: N 5,96°%o, Pt 41,48 °/o 
Gefunden: » 6,15°o, » 41,800. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 5. 342 (1904). 
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Uber die Harnsdurebildung und die Harnsaurezersetzung 
in den Ausziigen der Rinderorgane. 
Kin weiterer Beitrag zur Kenntnis der Fermente des Nuclein- 
stoffwechsels. 
Von 


Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Géttingen: Geheimrat Ebstein.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, Mai 1905.) 


In friiheren Mitteilungen!) konnte ich zeigen, dai aus 
Rindermilz ein isolierbares Ferment gewonnen werden 
kann, welches ohne Sauerstoffzufuhr im Thermostaten 
die Umwandlung von Guanin in Xanthin bewirkt, bei 
stindiger Sauerstoffzufuhr aber an Stelle des Xanthins 
Harnsiure liefert, sodah hierdurch der Beweis erbracht ist, 
dali der Weg der Harnsaurebildung aus Guanin iiber das 
Xanthin fiihrt. Meine weiteren Untersuchungen zeigten dann, 
bei diesem Vorgang offenbar zwei verschiedene Fer- 
mente taétig sind, ein hydrolytisch wirkendes, das die 
NH,-Gruppe ablést, und welches sich einer ausgedehnten 
Verbreitung im Tierkérper erfreut, und ein oxydierendes 
Ferment, dessen Existenz auf bestimmte Organe_ beschriinkt 
zu sein scheint. Zum Teil vorgreifend auf nachstehend mit- 
geteilte Versuche teilte ich mit, daf das hydrolysierende Fer- 
ment in Leber, Lunge, Muskel, Milz, Thymusdriise und Niere 
zu finden ist, wiahrend die Oxydase nur in der Milz, Leber, 
Lunge und dem Muskel existiert. Daneben nahm ich in der 
Milz noch ein weiteres Fermentan, welches die a-Thymo- 
nucleinsdure zu spalten vermag. Auch Nucleoproteide 
werden in allen diesen Organen aufgespalten, was ohne weiteres 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 251 und Bd. XLIL, 5, 228. 
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mit Sicherheit) daraus hervorgeht, daf in den Leerversuchen 
aus den eigensten Nucleoproteiden resp. deren Purinbasen 
Harnsiiure gebildet wird. In Gemeinschaft mit Bendix?) ge- 
lang ferner die Ubertragung der Versuche auf den lebenden 
Organismus. Nach intravenéser Applikation von Guanin konnten 
wir beim Kaninchen feststellen, dasselbe in Harnsiure 
iibergefiihrt wird, wobei als Zwischenprodukt Xanthin entsteht. 

Im AnschluB an die bekannten Untersuchungen Hor- 
baczewskis haben bereits Spitzer?) und Wiener?) gefunden, 
dafi die wiisserigen Extrakte der Rinderleber und -Milz_ bei 
Sauerstoffzufuhr imstande sind, die Oxypurine (Xanthin und 
Hypoxanthin) in Harnsiiure tberzufiihren. Spitzer zeigte, 
dafi diese Umsetzung nahezu quantitativ verlauft: in gleicher 
Weise machte er bereits Versuche mit Amino purinen (Adenin 
und Guanin), bei denen ebenfalls eine Harnsiiurebildung vor 
sich ging, ohne dab jedoch, wie bei den Oxypurinen, ein quan- 
titativer Verlauf hiitte gefunden werden kénnen. In Verfolgung 
dieser Versuche konnte ich*) mit Hilfe einer kleinen Anderung 
der Versuchsanordnung, die darauf beruhte, dab ich die Amino- 
purine in natronalkalischer Losung anstatt in saurer zugab, 
den Nachweis erbringen, daf auch die Aminopurine quantitativ 
in Harnsiiture tibergehen, bei Verwendung von Extrakten der 
Milz und der Lunge. Vorgreifend auf nachstehende Versuche 
teilte ich des ferneren mit, daf auch Leber und Muskel die 
Umsetzung bewirken, dali dieselben jedoch gleichzeitig eine 
Harnsiure zerst6rende Wirkung entfalten. 

Kine sehr erfreuliche Ubereinstimmung mit diesen Re- 
sultaten brachten die jiingst erschienenen, schOnen Arbeiten 
Burians.®) Er konnte aus Rinderleber auf dem Wege eines 
Chloroformwasserauszuges ein sehr wirksames Extrakt ge- 
winnen, welches eine Oxydase enthielt, die, bei Gegen- 
wart von Sauerstoff, Xanthin und Hypoxanthin rasch 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 365. 

*) Arch. f. Physiol., 1899, Bd. LXXVI, 8. 192. 

) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., 1899, Bd. XLII, 8S. 373. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLIH, S. 497 u. 532. 
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in Harnsiiture tberzuftihren vermag. Er zeigte ferner, 
dai der Verlust an Purinbasenstickstoff gréBer war, als der 
Zuwachs an Harnsiiurestickstoff, was auf die Fihigkeit des 
Leberauszuges zurickzufihren ist, Harnséiure in geringer 
Menge zu zerstOren. Ganz ihnliche Verhiiltnisse finden sich 
nach Burians weiteren Untersuchungen in den Muskeln, in 
welechen er ebenfalls in Ubereinstimmung mit mir eine Harn- 
siurebildung und -ZerstOrung, nebeneinander hergehend, 
annimmt. Durchblutungsversuche tiberlebenden Muskel 
fiihrten ihn zu der bemerkenswerten Entdeckung, dab wiihrend 
der Arbeit im Muskel eine bestaéndige Bildung von 
Hypoxanthin statthat, welches sofort in Harnsiure 
umgesetzt wird und als solche wenigstens teilweise 
der weiteren ZerstOrung umgehend anheimfillt. 
Wihrend aber Burians und meine Untersuchungen in 
bester Harmonie sich bestitigen und ergianzen, kann das nicht 
mehr gesagt werden von den Arbeiten W. Jones’') in Ge- 
meinschaft mit Partridge und Winternitz. Sehon friiher 
hetonte ich, dab ich mich mit Jones und Partridge insofern 
in Widerspruch setze, als meine Untersuchungen unzweideutig 
ergeben, dafi in der Milz ein Ferment existiert, welches Guanin 
Nanthin wberfiihrt, wéahrend jene annehmen, eine 
bildung von Xanthin aus Guanin wohl in der Thymus- 
driise, dem Pankreas und der Nebenniere, nicht aber 
in der Milz vorkomme. Jones hat in Gemeinschaft mit 
Winternitz soeben eine weitere Mitteilung als Fortsetzung 
diesbeziiglicher Versuche erscheinen lassen. Er kommt darin 
zu dem Resultat, daB in der Milz sowohl! wie in der Leber 
‘ich ein Ferment finde, welches Adenin in Hypoxanthin um- 
zuwandeln vermag, wihrend eine analoge Umwandlung des 
Guanins in Xanthin sich nicht erweisen lasse. Es miisse 
also der Abbau von Adenin durch ein anderes Ferment 
Verursacht werden, wie der von Guanin, und demnach 
vine «Adenase» und eine «Guanase», also zwei voneinander 
verschiedene Fermente, angenommen werden. Daneben finde 
sich nech eine Oxydase, welche Hypoxanthin in Nanthin um- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343, u. Bd. XLIV, S. 1. 
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zuwandeln vermdge. Diese Annahme von Jones und 
seinen Mitarbeitern von der Verschiedenartigkeit der 
«Guanase» und «Adenase» stimmt jedoch nicht, wie 
sich schon aus den nachstehend verzeichneten Untersuchungen, 
die mit meinen friheren im Einklang stehen, ergibt. Da jedoch 
der Entscheidung unserer Untersuchungsdifferenzen eine prin- 
zipielle Bedeutung beizumessen ist, so habe ich eingehendere 
Untersuchungen tiber die Ursachen derselben angestellt, welche 
ich in der folgenden Abhandlung gesondert mitteile. 

Ich habe inzwischen meine Untersuchungen in alter Weise 
weitergefiihrt und auf die verschiedensten Organe ausgedehnt. 
Dabei machte ich bald die Beobachtung, dai bei gewissen 
Organen eine bedeutend geringere Menge Harnsaure wieder- 
gefunden wurde, als der verschwundenen Quantitiit jeweils 
zugesetzter Purinbasen entsprochen ware. Im Hinblick auf die 
schon von friiheren Autoren beobachtete Harnsiurezerst6rung:) 
im tierischen Organismus legte dieser auffallende Befund yon 
vornherein die Annahme nahe, dafi der Grund dafiir eine 
weitere Zersetzung der neugebildeten Harnsiiure hatte. e- 
nauere Untersuchungen ergaben die Richtigkeit dieser Annahme, 
und ich habe dariiber vorgreifend schon in meiner letzten 
Mitteilung kurz berichtet. Inzwischen sind nun von Burian?) 
eingehende Untersuchungen mitgeteilt worden, in welchen eine 
Harnsiiurezerst6rung in Leber und Muskel des Rindes_ sicher 
festgestellt werden konnte. Meine Resultate stimmen, wie in 
allen anderen Punkten, auch in diesem mit Burians_ vor- 
zuglich tiberein, was mir um so wertvoller zu sein scheint, 
als wir beide gleichzeitig und vollkommen unabhiéngig von 
einander zu ganz denselben Schliissen kamen. Auf die Details 
meiner Feststellungen gehe ich bei den einzelnen Organen ge- 
nauer ein. 3) 

') Jakoby, Vireh. Arch., Bd. CLVII, S. 261; Wiener, Arch. fiir 
experim. Pathol. u. Pharm., Bd. XLII, 8. 357; Ascoli, Pfliigers Archiv, 
Bd. LXXII, S. 340; Burian und Schur, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXVII, 
S. 306—318 ete. 

2) R. Burian, |. ¢., S. 506 und 543. 

*) Uber die Isolierung des die Harnsiiure zerstjrenden Fermentes 
siche die folgende Mitteilung «Uber das uricolytische Ferment». 
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Der besseren Ubersicht halber behandle ich im folgenden 
des einzelne Organ fiir sich allein. 


Milz. 


In erster Linie beschiiftigte ich mich wieder mit Milz- 
extrakt und den daraus isolierbaren Fermenten. Nachdem 
zunichst ein Versuch, mittels der Rosellschen Uranylacetat- 
fillung eine brauchbare purinbasenfreie Fermentlosung er- 
halten, was wegen der einfachen und schnellen Durchfiihrung 
dieser Methode grofe Vorziige gehabt hiitte, fehlgeschlagen 
war, bediente ich mich fernerhin stets der friiher angegebenen 
Gewinnung durch Versetzen des Extraktes mit einer ge- 
siittigten Ammonsulfatlésung bis zu einem Sattigungs- 
grade von 66°%/o. Es zeigte sich dabei, dab man schlechte 
oder gar nicht wirksame Losungen erzielt, wenn man die Milz 
nur mit geringen Mengen Wasser auszieht oder den Prebsaft 
zu der Fiillung verwendet. Am zweckmiibigsten hat sich stets 
die urspriingliche Angabe gezeigt, wonach man die Pulpa von 
1—2 Milzen (ca. 500—800 g) mit etwa 2—2!/2 Litern Wasser 
unter Chloroformzusatz 1—2 Stunden mit dem automatischen 
tiihrer durcharbeitet, und dann einen halben Tag kiihl oder 
bel Zimmertemperatur stehen Dieser so erhaltene 
wisserige Auszug ist stets gut wirksam, und bei der weiteren 
lsolierung erzielt man auch meist gut wirksame Fermentlésungen. 
moechte nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, dal die 
Uberlegenheit der wiisserigen Ausziige vor den PreBsiiften auch 
bei der Darstellung anderer Fermentlésungen, wie z. B. von 
Morawitz') bei der Thrombokinase beobachtet wurde. Den 
durch die Ammonsulfatfallung erzeugten Niederschlag filtriere 
ich spiitestens nach 2—3 Stunden ab, suspendiere ihn je nach 
seiner Menge in 600—1000 cem Wasser und schiittle die Sus- 
pension mit etwas Chloroform einige Zeit durch. Dann muh 
sie bis zur Ammoniakfreiheit dialysiert werden, was meist 
(\—14 Tage erfordert. Achtet man nicht gut darauf und ent- 


') Hofmeisters Beitriige, 1904, Bd. IV, S. 381. 
Arch. f. klin. Mediz., 1904, Bd. LXXIX. 
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hilt die gebrauchsfertige Fermentl6sung noch mehr oder 
weniger grobe Mengen Ammonsulfat, so dasselbe sehr 
wesentlich deren Brauchbarkeit und kann sogar eine viollige 
Unwirksamkeit zur Folge haben. Ich verzichte darauf, hierfiir 
Beispiele anzufiihren, deren ich einige zu meinem Mifvergniigen 
erfahren habe. SchlieBblich wird filtriert und das Filtrat zy 
den weiteren Versuchen beniitzt. 

Die Fermentlésung verliert bei lingerem Stehen 
an Wirksamkeit. 

Versuch I. Eine durch Ammonsulfatfallung gewonnene 
Milzfermentlésung, deren gute Wirksamkeit erwiesen war, blie} 
im Laboratorium tiber zwei Monate bei Chloroformzusatz stehen. 
Nunmehr wurden 300 ccm mit 0,8 g Guanin, in moglichst 
wenig Normalnatronlauge gelést, in der gewohnlichen Weise 
3 Tage lang im Wasserbad bei ca. 40° unter Luftdurchleitung 
digeriert. Es konnten nur O,O8 g Harnsiiure isoliert werden. 
wiihrend das Filtrat derselben eine dicke Silberfallung ergab. 

Aus dem Versuch geht klar hervor, dab die Haltbar- 
keit der Fermentlésung eine aduferst begrenzte ist, 
und ich habe daher in der Folge zu den Versuchen nur frisch 
bereitete Losungen benutzt. 

Versuche, das Ferment in wirksamer Form als 
trockenes Pulver zu gewinnen, schlugen leider fehl. 
Ks wurden stets durchaus wirkungslose Endprodukte erhalten, 
einerlel, ob die Fermentlésung bei entsprechender niederer 
Temperatur im Vacuum oder ohne Anwendung desselben ein- 
gedunstet wurde. 

Um noechmals zu erweisen, daB in der Milz die Fermente 
tatsiichlich so vorkommen, wie ich sie in meiner letzten Mit- 
teilung beschrieben habe, setzte ich nochmals Versuche mit 
Adenin') an: daB Guanin umgesetzt wird, ist nochmals durch 
¥ 1) Das Adenin stellte ich mir selbst aus Thymusdriise als Pikrat 
dar; aus diesem habe ich nach Entfernung der Pikrinsiéure die Base als 
Sulfat gewonnen und dieselbe daraus durch Ammoniak in Freiheit ¢e- 
setzt. Das verwandte Guanin ist ein Mercksches Priparat. Vor An- 
stellung der Versuche iiberzeugte ich mich von der Reinheit der beiden 
Kirper durch eine Stickstoffanalyse und durch Uberfithrung in ihre 
charakteristischen Verbindungen. 


Rep 
4 
\ 
us 
; 
me 


Uber die Harnsiurebildung und die Harnsiurezersetzung. 127 


die in der folgenden Mitteilung aufgefiihrten Untersuchungen 
festgestellt. 
Versuchsreihe II. 

Leerversuch: 

a) 400 ccm Milzextrakt gehen 3 Tage lang bei ca. 40° unter 
stiindiger Luftdurchleitung. ') 

Erhalten 0,11 g Harnsiure. 
b) 400 eem Milzextrakt mit 0,8 ¢ in wenig Normal- 
natronlauge gelosten Adenins analog angesetzt. 
Erhalten 0,33 ¢ Harnsiiure. 
0.1254 g Substanz verbrauchten 29,71 ccm ‘'10-Normalsa!zsiure 
Verlangt: 33.3390 N; gefunden: 33,25°/5 N. 

Demnach sind 62,2°/ des zugegebenen Adenins als Harn- 
siiure wiedergefunden. Im Filtrat gab eine Silberfiillung nur 
noch einen ganz geringen Niederschlag. Ich hatte also offenbar 
bet der Tsolierung ziemlich grofe Verluste, so dab sich das 
Resultat in Wirklichkeit wohl weit besser stellte. 

c) Isoliertes Milzferment (durch Aussalzen mit Ammon- 
sulfat gewonnen) 300 ccm —+- 0,15 ¢ in wenig Normalsalz- 
siure gelosten Adenins analog angesetzt. 

Erhalten 0,17 g Harnsdure. 
0.1028 Substanz verbrauchten 24,45 ccm 1-Normalsalzsiure 
Gefunden: 33,29") N. 

Es waren demnach 91,4°/o des zugesetzten Adenins als 
Harnsaiure wiedergefunden. 

d) 800 cem Milzextrakt + 0,8 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Adenins 3 Wochen lang gut ver- 
korkt im Brutschrank. Fiir Sterilitéit war durch Zusatz von 
wenig Thymol in Substanz und von Chloroform gesorgt. 

Nach Abbruch des Versuchs wurde die Reaktionsfliissig- 
keit mit Schwefelsiiure (1! 5 Stunden am Riickflubkihler 


') Der Luftstrom muf eine hinreichende Geschwindigkeit haben, 
da reichlich Sauerstoffzufuhr Vorbedingung zum Gelingen der Versuche 
ist. Zur Beseitigung des manchmal recht liastigen Schiumens geniigte 
meist der Zusatz eines erbsengrohen Stiickes niedrig schmelzenden 
Paraffins oder einiger Tropfen reinen Ols. 
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gekocht: danach wurde mit Natronlauge aikalisch gemacht und 
aus der Losung im Kochen durch Ansiiuern mit Essigsiiure das 
Kiweil} ausgefallt, welches dann abfiltriert und zur moglichsten 
Vermeidung grober Verluste noch zweimal mit Natronlauge 
gelost und mit Essigsiiure wieder gefiillt wurde. Aus den ver- 
einigten Filtraten wurden die Basen als Kupferoxydulverbin- 
dungen isoliert. Nach Zersetzung mit Schwefelwasserstoff wurde 
das Filtrat zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde 
in ca. 300 cem verdiinnten Ammoniaks aufgekocht und 12 Stunden 
in der Kiilte stehen gelassen. Dabei fiel nichts aus: also kein 
Guanin vorhanden. 

Die Losung wurde mit ammoniakalischer SilberlOsung ge- 
fiillt: die Silberverbindungen, nach Abfiltrieren und Auswaschen 
bis zur NH,-Freiheit, wurden durch HCI zerlegt und das Filtrat 
zur ‘Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser 
einige Zeit digeriert und dann einige Stunden in der Kite 
stehen gelassen. 

Das Ungelodste lost sich alles glatt in verdiinntem Ammoniak. 
Nach Abdampfen des NH, und Einengen kam Xanthin in typischer 
Form heraus. 

Menge des gewonnenen Xanthins = O51 g. 

Dasselbe wurde iiber das Nitrat, welches die bekannte 
Kristallform zeigte, gereinigt. 

0.1092 ¢ Substanz gaben 0.1587 CO, und 0,0290 H,O 

Berechnet fiir Gefunden : 
39.47% CG und 2,63°%o H. 39,63°/o CG und 2,95°/o H. 

Aus dem Gelésten wurden 0,04 g Adeninpikrat isoliert. 
Sodann wurden 0,11 ¢ Hypoxanthinpikrat gewonnen, welches 
die typische Kristallform (grobe tafelfOrmige Kristalle) zeigte. 

Im Filtrat davon konnte noch eine geringe Menge basen 
als Kupferoxydulverbindung gefiillt werden, deren weitere Ver- 
arbeitung infolge eines Mifbgeschicks vereitelt wurde. 

Es waren also gefunden worden 0,51 g¢ Xanthin, 0,11 ¢ 
Hypoxanthinpikrat und 0,04 g¢ Adeninpikrat. 

e) Leerversuch: 800 cem Milzextrakt, fiir dessen Dar- 
stellung versehentlich 10 Stunden in der Schiittelmaschine ge- 
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schiittell. wurde, wurden sofort mit Schwefelsaure (11/2 °/o) 
5 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. 
Bei der weiteren Verarbeitung konnten isoliert werden: 
0.15 g Harnsiiure, 
0.08 » Guanin, 
0,07 » Adenin (als Pikrat). 

Im Schlufifiltrat nur noch minimale Kupferfallung. 

Durch alle diese Versuche und unter Hinzuziehung meiner 
friheren und der in der folgenden Mitteilung beschriebenen 
ist also einwandsfrei erwiesen, dafi die Milz ein hydro- 
lytisches Ferment besitzt, welches Guanin in Xanthin 
und Adenin in Hypoxanthin umwandelt, und zudem 
eine Oxydase, welche aus Hypoxanthin XNanthin und 
aus Xanthin Harnsaure zu bilden vermag. 

Wie schon bemerkt, setze ich mich mit meinem Befund, 
dafi die Milz imstande ist, Guanin in Xanthin umzusetzen, in 
Widerspruch zu Jones und seinen Mitarbeitern. Dagegen ent- 
spricht mein Befund im Adeninversuch ihren Resultaten. Jones 
und Winternitz') zeigten, dai bei Zugabe von Adeninsulfat 
zu Milzinfus nach 9 tigiger Digestion im Thermostaten Xanthin 
als Endprodukt vorwiegt und nur noch relativ wenig Hypo- 
xanthin gefunden wurde. Auch in meinem Versuch wird nach 
dwochiger Dauer vorwiegend Xanthin gefunden und es ist 
damit erwiesen, da die Menge des gefundenen Xanthins im 
Verhaltnis zu der Quantitét Harnsiiture und Guanin des Leer- 
versuchs viel zu groB ist, um dessen Entstehung auf die in dem 
Milzextrakt schon vorher vorhandene Basen zuriickzufiihren, 
dah der gréBere Teil des Xanthins seine Herkunft dem zuge- 
setzten Adenin verdankt. Der Weg der Umsetzung geht offenbar 
mindestens zum grédferen Teil tiber das Hypoxanthin, wofiir 
die Auffindung des letzteren im Adeninversuch spricht. Es 
scheint also bei der Oxydation vom Hypoxanthin zu Xanthin 
keineswegs eine derart lebhafte Sauerstoffzufuhr vonnoéten zu 
sein, wie bei der Oxydation von Xanthin zu Harnsaure. Immerhin 
bedarf der Versuch mit Adenin der Wiederholung, welche mir 
zur Zeit wegen Mangels an Adenin nicht moglich war. 
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Der Umstand, dafi eine quantitative Ausbeute an Harn- 
siure erzielt’ wurde, spricht schon klar gegen die Annahme 
einer weiteren Zersetzung der Harnsiiture in der Milz. Daf; 
diese in der Tat nicht statthat, zeigten mir speziell daraufhin 
durch Hinzufiigen von gelOster Harnséiure zu Milzextrakt an- 
gestellte Untersuchungen. 


Lunge. 


Merkwiirdigerweise hat mit diesem Organ bis jetzt noch 
niemand betreffs seiner Stellung zum Nucleinstoffwechsel ex- 
perimentiert. Wie ich bereits in meiner ersten Mitteilung 
zeigen konnte, ist dasselbe analog der Milz imstande, die Purin- 
basen in Harnsiiure umzusetzen. Auch was den Uberfiihrungs- 
modus anbelangt, liegen die Verhiltnisse genau wie in der 
Milz, wie sich aus den folgenden Versuchen klar ergibt: 


Versuchsreihe Tl. 


a) 500 cem Lungenextrakt!) 3 Tage lang bet 40° unter 
stiindiger Sauerstoffzufuhr. 


Erhalten 0,06 Harnsaure. 


Da der frische Lungenextrakt, wie ich mich leicht iiber- 
zeugen konnte, keine freien, wohl aber gebundene Purinkoérper 
enthilt, so ist derselbe kraft seiner Fermente imstande, seine 
Nucleoproteide zu spalten und aus den frei gewordenen Purin- 
basen Harnsiiure bilden. 

b) 500 com Lungenextrakt -+- 0,2 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Guanins analog angesetzt. 

Erhalten 0,255 g Harnsiure. 
O1488 ¢ Substanz verbrauchten 17,7 cem '/s-Normalschwefelsiure 
Gefunden: 33,31° 0 N. 

Es waren demnach 87,6°/o des zugesetzten Guanins als 

Harnsiiure wiedergefunden. 


Zur Herstellung des Lungenextrakts wurden 450 g Lungen- 
gewebe fein zerhackt und mit Quarzsand zerrieben, sodann mit 3000 ccm 
Wasser und etwas Chloroform wie gewohnlich weiter verarbeitet. 
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ce) 500 com Lungenextrakt +- 0,2 g in wenig NaOH 
gelésten Adenins analog verarbeitet. 
Erhalten 0,25 g Harnsiiure. 
0.13 Substanz verbrauchten 31,0 ccm '10-Normalsalzsdure 
Gefunden 33,38" 0 N. 

Mithin waren %6,3°/0 des zugegebenen Adenins als Harn- 
siure wiedergefunden. 

d) 800 cem Lungenextrakt -+- 1 g in ca. 12 ccm Normal- 
natronlauge gelésten Guanins unter Chloroformzusatz 
14 Tage lang im Thermostaten bei 37—38°. 

Nach zweistiindigem Kochen mit 16 ccm konzentrierter 
Schwefelsdure wurden die Basen als Kupferoxydulverbindungen 
nach der Methode Kriiger und Schittenhelm isoliert. Nach 
Zersetzung mit Schwefelwasserstoff wird das Filtrat eingeengt 
und dann, mit Ammoniak versetzt, 24 Stunden im Eisschrank 
stehen gelassen. Es fillt kein Guanin mehr aus. 

Nach Abdampfen des Ammoniaks wird durch Stehenlassen 
der stark eingeengten Losung typisches Xanthin erhalten. 

Menge = 0,65 g. 

Das tiber das Nitrat gereinigte Praparat wird bei 140° 
getrocknet und der Analyse unterworfen. 

0.1599 g Substanz gaben 0.2290 g CO, und 0.0407 H,O 

Berechnet fiir C,H,N,O,: Gefunden : 
39,47°/o C und 2.63°/o H. 39,0620 C und 2,83" 0 H. 

Es waren also bei diesem Versuch 64,4° 0 des zuge- 
gebenen Guanins als Xanthin wiedergefunden. 

e) 600 g Lungenextrakt -- 0,9 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Adenins unter Chloroformzusatz 14 
Tage lang im Thermostaten bei 37—38°. 

Nachdem das Gemisch mit 2° oiger Schwefelsiure 
3 Stunden am RiickfluBbkiihier gekocht hatte, wurden die Basen 
mit der Kupferfallung isoliert und, wie mehrfach beschrieben, 
weiter verarbeitet. 

Es wurden isoliert (aus dem Ungelosten) 0,32 g Xanthin. 

0,1335 g Substanz gaben 0.1937 g CO, und 0.0334 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,N,O, : Gefunden : 
39,47°%o C und 2,63°%o H. 39,5790 C und 2,77°% 0 H. 
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Im Filtrat vom Xanthinnitrat keine Silberfallung mehr. 

Aus dem in Losung Gegangenen wurden mit der Kupfer- 
fiillung die Basen isoliert, die Kupferoxydulverbindungen mit 
H,S zerlegt und das Filtrat salzsauer eingedampft. Der Riick- 
stand (etwas iiber 0,3 g) wurde in ca. 50 ecm Wasser gelist, 
von einigen Flocken abfiltriert und die Losung heiBb mit 0,5 g 
Pikrinsiure in Substanz versetzt. Beim Abkiihlen fiel kein 
Adenin mehr aus. Dagegen kamen alsbald die schOnen, tafel- 
formigen Kristalle des Hypoxanthinpikrats in makroskopisch 
erkennbarer Form heraus. Nach 12stiindigem Stehen im Eis- 
schrank wurden dieselben auf dem Filter gesammelt und mit 
kaltem Wasser gewaschen. Das Priiparat wurde lufttrocken 
gewogen. 

Die Menge des isolierten Hypoxanthinpikrats be- 
trug g. 

Aus dem Filtrat konnten durch Kinengen noch ca. 0,05 g 
Hypoxanthinpikrat isoliert’ werden. 

Das Hypoxanthinpikrat wurde in ca. 60 com Wasser unter 
Zusatz von 2 ccm HNO, geldst, die LOsung durch Ausschiitteln 
mit Benzol von Pikrinsiiure befreit, filtriert und stark ein- 
geengt. Dabei sehied sich das Hypoxanthinnitrat tadel- 
losen wetzsteinfOormigen Kristallen ab. 

O1775 g Substanz gaben 01328 g CO, und 0.0557 g H,O 

Berechnet fiir C,H,N,O - HNO, + H,O: Gefunden: 

27.6420 C und 4.22% 0 H. 28,01 °/o C und 3.48 H. 

Ks waren also in diesem Versuch an Stelle des zu- 
gesetzten Adenins gefunden worden: 0,382 Xanthin und 
0,213 g Hypoxanthin. Berechnet man die Menge beider Basen 
zusammen auf Adenin, so entspricht sie 0,495 g Adenin. Dabei 
ist allerdings noch in Rechnung zu ziehen, dab das Lungen- 
extrakt an sich schon geringe Mengen von Basen enthiilt, welche 
jedoch, wie ein orientierender Versuch ergab, weniger als 0,1 g 
betragt. 1) 

Der Versuch steht in sehr guter Ubereinstimmung mit 
den oben angefiihrten Adenin-Milzextraktversuchen (Versuchs- 


*) In 600 ccm Lungenextrakt waren 0,039 g Basenstickstoff ent- 
halten. Derselbe war also tiberaus basenarm. 
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reihe Il, d), nur dal er, da die Isolierung der Basen glatt und 
ohne Stérung vor sich ging, erheblich quantitativere Verhilt- 
nisse und damit auch eine klarere Ubersicht iiber den Verlauf 7 
der Reaktion gibt. Das Adenin verschwindet total und 


findet sich in Form von Hypoxanthin und Xanthin ee 


wieder. Es wird also durch das hydrolytische Ferment in 
Hypoxanthin iibergefiihrt und dieses wiederum durch die Oxy- 
dase zum Teil sofort zu Xanthin oxydiert. Es findet also dieselbe ; 
Umsetzung statt, wie sie inzwischen Jones und Winternitz A 
fiir die Leber-, Milz- ete. Extrakte beschreiben. = 

Dali das Hypoxanthin zum Teil durch die Oxydase 
in XNanthin tibergefiihrt wird, wahrscheinlich in dem Mabe, 
als in der Versuchsfliissigkeit reaktionsfahiger Sauerstoff zur 
Verfiigung steht, geht aus dem folgenden Versuch klar hervor. 7 
Dabel ist zu bemerken, dab auf diese Weise keine Harnséure 
entsteht, welche jedoch sofort, wenn auch in relativ kleinen 
Mengen, gebildet wird, wenn durch hiaufiges Umschiitteln die 
Fliissigkeit mit dem Sauerstoff der Luft in engere Beziehung : 
gebracht wird. 

f) 550 cem Lungenextrakt 0,5 in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Hypoxanthins wurden 10 Tage lang 
liber Chloroform im Brutschrank gehalten. 

Die Isolierung geschah wie gewohnlich. 

Es wurden 0,2 g Xanthin gefunden. 


O.118 g Substanz verbrauchten 30,8 cem 


Berechnet fiir C,H,N,O, : Gefunden : 

36.84°/0 N, 36.54% 0 N, 

Aus dem Xanthinfiltrat konnten durch entsprechende Be- é 
handlung mit der berechneten Menge Pikrinsiiure 2 
0,76 tvpisches Hypoxanthinpikrat 

isoliert werden. Dieselben gaben ins Nitrat verwandelt die ver- ~ 
langten Kristallformen. 
Es waren also an Stelle der 0,5 g Hypoxanthin 0,2 g ae 


Xanthin und 0,27 g Hypoxanthin wiedergefunden worden. 
Ebenso wie das Adenin unterliegt auch das Guanin der 
Einwirkung des hydrolytischen Fermentes und es entsteht Xanthin. 
Endlich wird bewiesen, das Adenin und Guanin guanti- 
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tativ in Harnsiiure umgesetzt werden, wobei als Zwischenstufen 
Hypoxanthin und Xanthin auftreten. 

Ks kann also keinem Zweifel mehr unterliegen, 
dab die Lunge ganz dieselben Fermente enthilt wie 
die Milz und damit dieselben Umsetzungen hervor- 
zubringen vermag. Sie spielt also sicher eine nicht 
zu unterschalzende Rolle im Nucleinstoffwechsel. 

Kine harnsiiurezerstOrende Tiitigkeit legt der Lunge in 
erheblicherem Mabe, schon nach der Quantitat der wieder- 
gefundenen Harnsiéure zu schlieBen, jedenfalls nicht ob. Ver- 
suche, bei welchen in Natronlauge gelOste Harnsaéure frischem 
Lungenextrakt zugesetzt war, ergaben ebenfalls nach dieser 
Richtung ein negatives Resultat. 


Leber. 


Der Vollstiindigkeit halber teile ich auch einige Versuche 
iiber die Harnsiurebildung der Leber mit, obwohl dieselbe ja 
von allen, welche bisher dariiber Versuche angestellt haben, 
anerkannt worden ist. Sodann beschiftige ich mich mit den 
bei der Harnsiurebildung auftretenden Zwischenprodukten. Nach- 
dem Jones und Winternitz erwiesen haben, dai Adenin 
durch die Fermente des Leberextraktes in Hypoxanthin um- 
gesetzt wird, eriibrigte sich fiir mich die Anstellung diesbeziig- 
licher Versuche um so mehr, als diese Beobachtung im Ein- 
klang steht mit der von Spitzer und mir gefundenen Tatsache 
des Ubergangs von Adenin in Harnsiiure bei Gegenwart der 
Leberfermente. Anders aber steht es mit der Umwandlung des 
Giuanins, die Jones und Winternitz fiir die Leber ebenso 
bestreiten, wie fiir die Milz. Da aber aus Guanin im Leber- 
extrakt Harnsiiure gebildet wird, so ergab sich von selbst die 
Notwendigkeit der Nachpriifung, welche dann auch zum Resultat 
hatte, dab bei zweckmiiSiger Versuchsanordnung das Guanin 
ohne weiteres in Xanthin umgesetzt wurde. Auch hier finden 
sich also ein hydrolytisches und ein oxydierendes Ferment. 

Der Umwandlungsprozefh macht aber nicht wie in der 
Lunge und Milz bei der Harnséure Halt, sondern geht noch 
weiter, indem die neugebildete Harnsiture wenigstens zum Teil 
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zersetzt wird. Ich habe auf diesen Punkt schon in meiner letzten 
Mitteilung aufmerksam gemacht. Inzwischen sind von Burian 
unwiderlegliche Beweise dafiir erbracht worden, welche in meinen 
folgenden Versuchsresultaten eine absolute Bestitigung erhalten. 
Die Fahigkeit der Rinderleber, Harnsiaure zu zerstOren, ist also 
unzwelfelhaft bewiesen und es steht diese Beobachtung im Ein- 
klang mit dem durch zahlreiche Autoren!) festgestellten Harn- 
siiurezerstOrungsvermégen der Hundeleber. 


Versuchsreihe III. 


a) 400 ccm Leberextrakt gehen 3 Tage bei 40° unter 
stiindiger Luftzufuhr. 

Erhalten 0,02 g Harnsaure. 

Im Filtrat keine Silberfallung mehr. 

b) 400 ccm Leberextrakt -+- 0,38 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Guanins analog angesetzt. 

Erhalten 0,141 g Harnsiure. 
0.0869 g Substanz verbrauchten 20,55 cem '/10-Normalsalzsaéure 
Gefunden: 33,11°%o N. 

Im Filtrat der Harnsiure, welchem auch das zweite nach 
der Horbaczewskischen Umfiéllung erhaltene Filtrat zuge- 
geben war, wurde eine Nilberfillung vorgenommen und deren 
Stickstoffgehalt bestimmt. 

Verbraucht wurden 16,7 cem !/10-Normalsalzsiiure. 

Berechnet man die im Filtrat erhaltene Stickstoffmenge 
auf Guanin (= 0,054 g) und ziahlt die als Harnsaéure wieder- 
gefundene Menge (= 0,109 g) hinzu, so erhalt man 0,163 g 
Guanin. Verloren gingen also 0,187 g resp. 49,7°/o des 
zugesetzten Guanins, mithin eine Menge, welche nicht aus 
den bei der Isolierung an sich unvermeidlichen Verlusten  er- 
klart werden kann, da sie doch entschieden zu grof ist. Es 
lag daher sofort der Verdacht nahe, dafi die neugebildete Harn- 
saure zum Teil wieder zerstOrt wird, um so mehr, als auch 
die in dem Leerversuch gefundene Menge im Hinblick auf die 


‘) Ausfiihrliche Literaturangabe s. bei Burian, |. c. 5. 506, und 
in der folgenden Mitteilung iiber das uricolytische Ferment. 
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in der angewandten Quantitiét Leberextrakt vorhandenen Nuclein- 
substanzen eine auffallend niedrige war, namentlich auch im 
Vergleich zu den mit Lunge- und Milzextrakt erhaltenen Werten, 
Der Verdacht, dali es sich um eine HarnsdurezerstOrung ') han- 
delte, wurde durch folgenden Versuch zur Gewifheit. 
c) 400 cem Leberextrakt +- 0,3 g in wenig Norma!- 
natronlauge geléster Harnsiiure analog angesetzt. 
Gefunden: 0,122 Harnsidure. 
Im Filtrat wurde durch ammoniakalische Silberlésung kein 
Niederschlag mehr hervorgerufen. 
Es waren also 59°/o der zugesetzten Harnsiiure zerstort 
worden. 
d) 400 ccm Leberextrakt +- 0,2 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Adenins analog angesetzt. 
Gefunden: 0,08 g Harnsiure. 


Im Filtrat wurde eine Silberfiillung gemacht, deren Stick- 
stoffgehalt 46,2 cem !10-Normalsalzsiiure entsprach. Auf Adenin 
berechnet macht es 0,12 g Adenin. In diesem Versuch war 
also offenbar die Fermentl6sung keine sehr wirksame: vor 
allem war die Harnsiiurezerstdrung sehr unbedeutend. 

e) SOO g Leberextrakt 4- 1,0 ¢ in Normalnatronlauge 
gelosten Guanins werden unter Zusatz von Chloroform vom 
15. XI. bis 1. XI 04% im Thermostaten bei 37—38° verkorkt 
belassen. 

Wie gewohnlich nach AufschlujB durch Kochen mit 
Schwefelsiiure verarbeitet. Es fand sich kein Guanin mehr. 

') Selbstverstiindlich wurden von allen diesen Versuchen mehr- 
fache Kontrollversuche angestellt, welche alle ein itbereinstimmendes 
Resultat ergaben, wenn auch die jeweils erhaltenen Werte betrachtlich 
voneinander abwichen, je nachdem in der angewandten Fermentliésung 
das eine oder andere Ferment in gréferer Wirksamkeit sich fand. — 
Dafi die beobachtete Harnséurezerst6rung nicht eine reine Alkaliwirkung 
ist, das zeigen Ja deutlich die zahlreichen Versuche mit Lunge, Milz etc., 
wo die Harnsiiure ebenso quantitativ gefunden wurde, wie bei den eben- 
falls angestellten Versuchen mit Harnséure beschickter und analog be- 
handelter Organextrakte, welche jedoch vorher einer Temperatur von 
100° ausgesetzt worden waren. 
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Dagegen konnte 0,71 g Xanthin isoliert werden, welches, iiber 
das Nitrat gereinigt, zur Analyse kam. 

0.1837 g Substanz gaben 0,2659 g CO, und 0,0487 g H,O 

Verlangt fiir C,H,N,O,: Gefunden: 
39,47°0 CG und 2,63°/0 39,48°%o C und 2,94%o H. 

f) 750 ccm Leberextrakt -+- 1,0 ¢ in ca. 12 ccm Normal- 
natronlauge gelésten Guanins vom 10. XII. 04 bis 20. 1. 05 
im Thermostaten. 

Es wurde wiederum kein Guanin gefunden, wohl aber 
0,45 g Nanthin. 

Die Leber spielt also eine sehr wichtige Kolle 
im Purinstoffwechsel, indem sie, wie die Milz und die 
Lungen, aus zugeftihrten Purinbasen Harnsiure zu bil- 
den vermag unter Einhaltung des fiir jene festgestellten Uber- 
gangsmodus. Dazu kommt aber als weitere wichtige 
Funktion die Harnséiurezerstorung. 


Muskel. 


Nach Burians eingehenden Versuchen eriibrigt sich eigent- 
lich, auf die Tiatigkeit des Muskels niiher einzugehen, da dar- 
nach dessen Fihigkeit, Harnsiiure zu bilden und zu zerstéren, 
welche ja auch von mir bereits in meiner friiheren Mitteilung 
betont wurde,!) absolut sicher festgestellt ist. Burian hat be- 
kanntlich als neue Tatsache gefunden, dafi im Muskel fort- 
wiihrend eine Neubildung von Purinbasen vor sich geht; die 
neugebildeten Basen werden im ruhenden Muskel zu Harnsiiure 
iibergefitihrt, welcbe ihrerseits zum Teil sofort wieder zerstort 
wird; im arbeitenden Muskel verlassen sie zumeist unveriindert 
denselben. 

Meine Untersuchungen sollen nun das Verhalten des 
Muskelextraktes gegeniiber zugefiihrten Purinbasen klarlegen 
und die Art deren Abbaus in demselben. 


‘) Auch Wiener (Arch. f. experim. Pathol. u. Pharm., Bd. XLII, 
S. 388) machte bereits Versuche iiber die harnsiiurezerstérende Fihig- 
keit des Rindermuskels mit positivem Erfolge. 
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Versuchsreihe V. 


a) 500 ecm Muskelextrakt gehen 3 Tage unter Chloroform- 

zusatz bei ca. 40° unter stiindiger Luftdurchleitung. 
Gefunden: Spuren von Harnsdaure. 
Im Filtrat keine Basenfillung mehr. 

b) 500 com Muskelextrakt ++ 0,2 g Harnsiure, in wenig 
Normalnatronlauge gelost, ebenso angesetzt. 

Wiedergefunden 0,09 Harnsiiure. N-Gehalt 33,31°/o. 

Es waren demnach 55°/o der zugesetzten Harnsiiure zer- 
stort. Im Filtrat keine Silberfillung mehr. 

c) 500 com Muskelextrakt + 0,2 g Guanin, in wenig 
Normalnatronlauge gelést, ebenso angesetzt. 

Gefunden: Spuren von Harnsdure. 

Im Filtrat Silberfallung. Der Stickstoffgehalt der Basensilber- 
verbindungen entsprach 8,9 ccm ! 5-Normalsalzsaure = 0,0249 g 
Basenstickstoff. Es entspricht derselbe 0,054 g Guanin. 

Es waren also 73°/o des zugesetzten Guanins in Harn- 
siiure umgesetzt und wieder zerstért worden. 

d) 800 ccm Muskelextrakt + 0,8 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Guanins bleiben itiber Chloroform 
14 Tage lang im Thermostaten bei 37—38° ohne Luftdurch- 
leitung. 

Hernach wird die Versuchsfliissigkeit mit Schwefelsiiure 
(16 ccm) versetzt, 4 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Die 
mit der Kupferfallung gefallten und daraus wie gewohnlich 
isolierten Basen werden in verdiinntem Ammoniak in der 
Wiirme digeriert, wobei sich alles lost. Nach 12stiindigem 
Stehen im Eisschrank war nichts ausgefallen. Demnach war 

kein Guanin 
mehr vorhanden. 

4) Der Prozef ging in Wirklichkeit noch viel intensiver vor sich, 
wenn man bedenkt, dafi im Muskelextrakt an sich schon Basen vor- 
handen sind. Die Quantitét derselben (gefunden nach Aufschluf§ durch 
2° H,SO, und zweimal wiederholte Fiillung) betrug fiir den vorliegenden 
Fall 0,047 g Basenstickstoff in 500 cem. Dieselben sind offenbar mit- 
umgesetzt worden. Auch beim Muskel unterliegt, wie mehrere Versuche 
ergaben, die Wirksamkeit der einzelnen Extrakte sehr grohen Schwankungen. 
Manchmal scheint die Harnséiurebildung minimal zu sein. 
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Nach Abdampfen des Ammoniaks wird die Loésung salz- 
sauer eingedampft. Der mehrmals mit Alkohol zur Vertreibung 
iiberschiissiger Salzsiure abgedampfte Riickstand wird mit 
ca. 200 com Wasser einige Zeit bei 50—60° digeriert und 
wiederum 12 Stunden in der Kiilte stehen gelassen. 

1. Ungeléstes in ca. 12 Normalnatronlauge gelost, 
mit Tierkohle entfarbt und in 15 cem_ kalter 50°/o iger 
Salpetersdure unter bestandigem Umrihren einfiltriert. Nach 
lingerem Stehen hatten sich 

0,8 g Xanthinnitrat 
in typischer Kristallform abgeschieden. In freies Xanthin ver- 
wandelt und bei 150° getrocknet, wurde folgende Analyse 
angestellt : 
0.1203 g Substanz verbrauchten 31,4 ccm ‘'/10-Normalsalzsiiure 
Berechnet: 36,84°/o N 
Gefunden: 36,54°/o » 

Im Filtrat nur noch geringe Silberfallung, bei deren Ver- 
arbeitung noch 0,055 g Xanthin gefunden wurde. 

2. Gelistes: Nochmals mit der Kupferfillung behandelt. 
Die gewonnenen salzsauren Basen ins Pikrat verwandelt. Dabei 
fand sich 

kein Adenin. 

Dagegen hatte sich nach 12stiindigem Stehen eine Menge 
von 0,387 ¢ Hypoxanthinpikrat typischer Kristallform 
abgeschieden. Ins Nitrat verwandelt erhielt ich die schénen 
wetzsteinartigen Kristalle des Hypoxanthinnitrats. Zur Elementar- 
analyse reichte das Material nicht aus; das Hypoxanthin ist 
jedoch durch die charakteristischen Kristallformen geniigend 
gekennzeichnet. 

Ich hatte demnach an Stelle der 0,8 g¢ Guanin wieder- 
gefunden 0,63 g Xanthin und 0,134 g Hypoxanthin. 

Es ist also nicht zweifelhaft, daB im Muskel alle 
Fermente enthalten sind, wie in der Leber, und dab 
in demselben sowohl die Umwandlung der Amino- 
purine zu Oxypurinen und dieser zu Harnsiiure vor 
‘ich geht, als auch eine ZerstOrung der neugebildeten 
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Harnséure.!) Auch dem Muskel kommt somit zweifellos eine 
grofbe Rolle im Purinstoffwechsel zu. 


Darm. 


Meines Wissens ist der Darm zu derartigen Versuchen 
noch nie benutzt worden. Und doch scheint mir gerade die 
Stellung des Darmkanals gegentiber den PurinkOrpern von weit- 
tragender Wichtigkeit zu sein, da doch vielleicht in ihm schon 
Umwandlungen der Nahrungspurine, vor ihrem Eintritt in Blut 
und Gewebe, vor sich gehen konnen. Wie eigentlich schon 
vorauszusehen war, ergaben denn auch meine Untersuchungen 
positive Resultate. 

Ich will nicht unerwiihnt lassen, dafi mein erster Versuch, 
Darmextrakt auf die harnsiiurebildende Fihigkeit hin zu unter- 
suchen, ein negatives Resultat leferte. Ich habe daher bei 
der Wiederholung des Versuches der Bereitung des Extraktes 
besondere Sorgfalt gewidmet. 

Ich verwandte zu dessen Herstellung 2 kg Rinderdarm 
(Diinndarm), welche aufs peinlichste von anhaftenden Speisen 
und Kotresten gereinigt wurden. Sodann priiparierte ich sorg- 
fiiltig alles Fett und Mesenterium ab, wobei ich gleichzeitig 
den groften Teil der Darmserosa, welche sich leicht abziehen 
lie}, mit entfernte. Die auf diese Weise in reinstem Zustand 
erhaltene Darmwand wurde nunmehr fein zerkleinert, mit 2500 cem 
Wasser und 15 cem Chloroform zusammengebracht und zwei 
Stunden mit dem automatischen Riihrer durchgearbeitet. Danach 
blieb das Ganze 20 Stunden bei Zimmertemperatur — stehen. 
Dann wurde wie gewoOhnlieh koliert und filtriert. 


Versuchsreihe V1. 
a) Leerversuch : 400 ecm Darmextrakt gehen 3 Tage unter 
Chloroformzusatz bei ca. 40° unter stiindiger Luftdurchleitung, 
Danach war mit der Kupferfiillung kein Niederschlag zu 
erhalten. 


') Vergl. dazu Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLUI, S. 539 und 
Wiener, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd XLII, S. 375. 
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b) 400 com Darmextrakt -+ 0,2 g Guanin, in wenig 
Normalnatronlauge gelOst, analog angesetzt. 

Erhalten: 0.14 Harnsiure. Stickstoffgebalt 33,11°/o. 

Im Filtrat Silberfillung. Der N-Gehalt der Basensilber- 
verbindungen entsprach 18,5 cem !/10-Normalsalzsiure = 0,026 g 
Basenstickstoff. Auf Guanin berecunet gibt derselbe 0,056 g 
Guanin. 

Es waren also 63°/o des zugegebenen Guanins in Harn- 
siiure umgesetzt worden.!) Eine HarnséurezerstOrung scheint 
nicht stattzuhaben. 

ce) 800 com Darmextrakt +- 0,8 Guanin, in ca. 10 ccm 
Normalnatronlauge gelOst, wurden mit Chloroform versetzt, 
12 Tage lang im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. 

Das Gemisch wurde nunmehr mit Schwefelsaéure versetzt, 
sodaB der Gehalt 2'/2°/o entsprach, und danach 3 Stunden am 
Riickflubkiihler gekocht. Die weitere Verarbeitung geschah wie 
cewOhnlich. 

Es fand sich keine Spur von Guanin mehr. 

Das Ammoniak wurde abgedampft und die Fliissigkeit 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Dabei schied sich Xanthin 
in groben Krusten ab. 

Gesamtmenge des gewonnenen Xanthins = 0,8 g. 

Im Filtrat war nur noch minimale Fillung mit am- 
momakalischer SilberlOsung. 

Das Xanthin wurde zur Analyse in natronalkalischer LOsung 
mit Tierkohle entfirbt, ins Nitrat verwandelt und aus diesem, 
welches in typischen Kristallen zum Vorschein kam, mit Am- 
moniak frei gemacht. Das durch Einengen gewonnene Xanthin 
wurde, wie gewoOhnlich, mit Wasser, Alkoho! und Ather ge- 
waschen und bei 140° getrocknet. 

1. 01102 g Substanz verbrauchten 28,7 ccm '10-Normalsalzsiiure 
2.012 » > > 31,5 » > 


Fir C,H,N,O, berechnet:  36,84°/o N 
gefunden: 1. 36,47°/o » 
> 2. 36,75°/o » 


') Bei einem zweiten analog angesetzten Versuch wurden 0,12 g 
Harnsaéure gefunden. 
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Es fand sich somit in diesem Versuch das zugegebene 
(iuanin nahezu quantitativ als Xanthin wieder. 

Die Versuche haben also den Beweis dafiir erbracht, das 
der Darm sich in seinen Funktionen den Purinkorpern 
gegentiber simtlichen bisher untersuchten Organen 
anschlieit. Auch er enthalt das hydrolytische Fer- 
ment, das aus Guanin Xanthin darstellt. Versuche mit 
Adenin konnten leider bisher wegen Mangels an diesem Korper 
nicht angestellt werden; in Analogie mit den andern Organen 
ist jedoch daran nicht zu zweifeln, dafi auch das Adenin in 
Hypoxanthin iibergefiihrt wird. 

Der Darm enthiilt aber zudem die Oxydase und kann 
zweifellos Harnsiiure bilden. Ich mu daher eine ent- 
gegengesetzte Angabe,!) welche ich an anderer Stelle gemacht 
habe und die sich auf meinen ersten vergeblichen Versuch 
stiitzte, korrigieren. Es tritt sonach der Darm in die Reihe 
der Organe, welche Harnsaurebildner sind, und es ist diese 
Beobachtung sicher von erheblicher Wichtigkeit, wenn man die 
zentrale Stellung des Darms im menschlichen Stoffwechsel 
beriicksichtigt. 

Niere. 


Dab die Niere harnsiiurezerstOrende Fiahigkeiten  besitzt, 
ist durch die Untersuchungen von Wiener, welche ich in 
vollem Umfang bestiitigen konnte, bereits festgestellt. Dagegen 
ist die Frage noch eine offene, ob sie auch imstande ist, Harn- 
siiure zu bilden. Die folgenden Versuche sollen dariiber Aul- 
schluB geben: 


Versuchsreithe VII. 


a) 400 ecem Nierenextrakt?) gehen 3 Tage lang unter 
stiindiger Luftdurchleitung bei ca. 40°. 


‘) Deutsch. Arch. f. klin. Medizin, Bd. LXXXI., 5. 423. 

*, 450 ¢ fein zerkleinerte Niere -- 2000 g H,O +- 10 cem Chloro- 
form werden 2 Stunden geriihrt und dann einen halben Tag bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen; hernach wird koliert und filtriert. 400 ccm 
davon enthalten 0,05 g Basenstickstoff (nach Aufschluf durch Kochen 
mit H,SO, und nachheriger, zweimal wiederholter Basenfallung erhalten). 
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Die Verarbeitung auf PurinkOrper ergab ein vollkommen 
negatives Resultat. 

b) 400 ccm Nierenextrakt -+- 0,2 g in wenig Normal- 
natronlauge gelOster Harnsiiure ebenso angesetzt. 

Es wurde keine Spur von Harnsiiure wiedergefunden. 

c) 400 cem Nierenextrakt -++- 0,2 ¢ in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Guanins ebenso angesetzt. 

Auf Purinkorper verarbeitet findet sich keine Spur davon. 


Versuchsrethe VIII. 


Die folgenden 3 Versuche sind der Sicherheit wegen 
nochmals mit Guanin angesetzt. Die Darstellung des Extraktes 
war folgende: Zwei Rindernieren wurden mit der Fleischhack- 
mischung fein zerkleinert, der erhaltene Brei mit Kieselgur 
aufs sorgfaltigste zerrieben, nunmehr das Ganze mit zwei Liter 
Wasser unter Zugabe von 15 cem Chloroform suspendiert und 
zwei Stuuden mit dem automatischen Riihrer bearbeitet. Darauf 
blieb die Suspension ca. 20 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Jetzt wurde koliert und filtriert und mit dem noch 
etwa triiben Filtrat die Versuche angesetzt. 

Vor Verarbeitung auf Harnsiiure und Basen wurde nach 
Beendigung der Versuche jede einzelne Versuchsfliissigkeit durch 
Zusatz von konzentrierter Schwefelsiiure auf 2°/o gebracht und 
so 3 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Dann quantitative 
Bestimmung nach der Kriiger-Schittenhelmschen Methode. 

a) Leerversuch: 400 ccm Nierenextrakt wurden mit 
4 ccm Normalnatronlauge versetzt, 3 Tage unter stiandiger 
Luftdurchleitung und Chloroformzugabe bei ca. 40° gehalten. 

Gefunden: keine Harnsiiure. 
Basenstickstoff = 0,009 g. 

b) 400 ccm Nierenextrakt + 0,3 g in ca. 4 ccm Normal- 

natronlauge geldsten Guanins ebenso angesetzt. 
Gefunden: keine Harnsiiure. 
Basenstickstoff = 0,038 g. 

Nach Abzug der im Leerversuch erhaltenen Basenstickstoff- 

menge wurden auf Guanin berechnet 0.063 g wiedergefunden. 
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Es waren also nur noch 21°/o des zugesetzten Guanins 
zuruckgewonnen. 
400 cem -+- 0,8 g in ca. 4 ccm Normalnatronlauge 
gelosten Guanins ebenso angesetzt. 
Gefunden: Spuren von Harnsiaure. 
Basenstickstoff = 0,027 g. 


Nach Abzug der im Leerversuch erhaltenen Basenstickstoff- 
menge wurden auf Guanin berechnet 0,038 g wiedergefunden. 
Ks waren also nur noch 12,7°/o des zugegebenen Guanins 
zurlickgewonnen. 

Nach allen diesen Versuchen war es so gut wie sicher, 
die Niere wohl Harnsaure zu bilden imstande ist, 
dieselbe aber sofort wieder der weiteren Zerstorung}) 
anheimfiallt, wodurch ihre Auffindung unmoglich gemacht ist. 
Da jedoch nicht absolut ausgeschlossen schien, dah das Guanin 
in der Niere zerstort wird, ohne daf vorher Harnsiiure entsteht, 
so setzte ich einen Versuch mit Guanin im Thermostaten an, 
nachdem ich mich iiberzeugt hatte, die HarnsaurezerstOrung 
durch Nierenextrakt ebenda auch vor sich geht. 

d) 300 cem Nierenextrakt -+ 0,3 g in Normalnatronlauge 
geloster Harnsiiure bleiben mit Chloroform versetzt 14 Tage 
lang im Thermostaten bei 37—38°. 

Ks wurde keine Harnsiiure wiedergefunden. 

e) 300 ccm Nierenextrakt ++ 0,2 g in wenig Normai- 
natronlauge gelOsten Guanins bleiben 4 Wochen im Brutschrank 
bei 37—38 °. 

Nach Aufschlu8B durch Kochen mit H,SO, wurden 0,15 g 
typisches Xanthin (identifiziert durchs Nitrat, welches die ver- 
langte Kristallform zeigte) isoliert. 

Im Filtrat konnten mit der Silberfallung noch Basen 
isoliert werden, deren Stickstoffgehalt — 0,029 g betrug. 


‘) Bei einigen der Versuche konnte nach Eindampfen in salz- 
saurer Lisung und ca. 1stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur in der 
minimalen Ausscheidung eine Substanz konstatiert werden, welche die 
Murexidprobe gab. Es handelt sich da jedenfalls um Spuren der inter- 
mediaren Harnsdure. 
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Berechnet man beides zusammen auf Guanin, so erhilt 
man 0.212 g Guanin. 

Der Versuch’) beweist, daB in der Niere, wie ich schon 
in meiner letzten Mitteilung ausfiihrte, Guanin in Xanthin 
ibergeftihrt wird, aber eine Zerstérung des Gua- 
nins resp. Xanthins, ohne daf dieselben vorher in 
Harnsiure umgewandelt werden, nicht statthat. 

Der folgende Versuch illustriere nochmals die Fihigkeit 
der Niere, Guanin in Xanthin tiberzufiihren. 

f) 800 ccm Nierenextrakt +- 1,0 g in Normalnatronlauge 
gelisten Guanins werden unter Chloroform 8 Tage lang im 
Brutschrank gehalten. 

Nach Kochen mit verdiinnter Schwefelséure wie gewohn- 
lich behandelt. 

Gefunden: 0,05 g Guanin. 
Im Guaninfiltrat, tiber das Xanthinnitrat gereinigt. 
Gefunden: 0,81 g Xanthin. 
Analyse: 
0.15 g Substanz verbrauchten 39,3 ccm '/10-Normalsalzsiure 
Gefunden: 36,68 N. 

Es waren also an Stelle der 1,0 g Guanin gefunden worden 
0.05 ¢ Guanin und 0,81 g Xanthin. 

Auch die Niere reiht sich also den iibrigen Or- 
ganen an, was die Umsetzung der Aminopurine und 
die Harnsaéurebildung anbelangt. Sie hat aber zugleich 
auch eine iuferst lebhaft harnséiurezerstorende Fahig- 
keit. Uber die Isolierung des harnsiiurezerstérenden Fermentes 
berichte ich gesondert. 


Thymus. 


Dai die Thymusdriisensubstanz Fermente enthalt, welche 
die Aminopurine in Oxypurine umwandelt, bedarf keiner weiteren 


') Ein zweiter Versuch wurde ebenso angesetzt, nur wurde der 
Nerenextrakt vorher eine halbe Stunde im Autoklaven auf 100° erhitzt 
gehalten. Es fand sich beim Abbruch des Versuches nach Ablauf von 
+ Wochen 0,276 g Guanin, wovon 0,145 g als Guaninchlorhydrat direkt, 
der Rest als Silberfallung aus dem Filtrat desselben gewonnen wurde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 10 
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Versuche mehr, nachdem Jones!) das Auftreten von massen- 
haftem Xanthin bei der Selbstverdauung der Thymusnucleo- 
proteide erwies. Auch meine schon in meiner letzten Mitteilung 
angefiihrten Untersuchungen kamen zu demselben Resultat. Da- 
gegen fehlen noch eingehendere Untersuchungen iiber die Harn- 
siurebildung resp. Zerst6rung in diesem Organ.?) 

Meine darauf hinzielenden Versuche, welche genau so an- 
gesetzt waren wie die simtlichen derartigen Versuche, kamen 
zu einem negativen Resultat. 


Knochenmark. 


Ich fiihre meinen Versuch, welchen ich mit einem wisserigen 
Auszug von 100 g rotem Knochenmark (Kalberknochen) ange- 
stellt habe, der Vollstindigkeit wegen an, wobei ich jedoch 
sofort bemerke, dai eine Wiederholung desselben unbedingt not- 
wendig erscheint. Ich habe dieselbe bis dahin unterlassen, weil 
es in Gottingen tiberaus schwer hilt, rotes Knochenmark (gelbes, 
welches leicht zu beschaffen ist, diirfte als im wesentlichen aus 
Fett bestehend ungeeignet sein) in gréferer Menge zu erhalten. 


Versuchsreihe IX. 

a) 400 ccm Extrakt + 0,2 g in Normalnatronlauge ge- 
lésten Guanins wie immer unter stindiger Luftdurchleitung 
3 Tage angesetzt. 

Es fanden sich Spuren eines die Murexidprobe gebenden 
Korpers. 

b) 400 ccm Extrakt -+- 0,2 g in Normalnatronlauge ge- 
loster Harnsiaure. 

Wiedergefunden 0,144 g Harnsaure. 

Die Versuche beweisen nichts Sicheres: doch scheint 
immerhin die Méglichkeit vorzuliegen, daS das Knochenmark 
eine Rolle im Harnsiurestoffwechsel spielt. 


Resiimiere ich nun nochmals die Hauptresultate meiner 
Versuche, so ergibt sich aus ihnen, daB die Milz, die Lunge, 
1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 35. 


*) Wiener, |. c. S. 392, hat auch fiir die Thymusdriise ein ge- 
ringes Bildungsvermégen von Harnsiiure gefunden. 
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die Leber, der Darm, der Muskel und die Niere des Rindes 
die Fihigkeit besitzen, die Purinbasen in Harnsiure 
umzusetzen, und daB die Niere, der Muskel und die 
Leber die neugebildete Harnsaure weiter zu zerlegen 
yermégen, wihrend diese Fihigkeit der Milz und der 
Lunge abgeht. 

Der Weg, welcher bei der Umsetzung der Purinbasen in 
Harnsiure eingeschlagen wird, ist am genauesten und _ voll- 
stiindigsten festgestellt fiir die Milz und die Lunge. Insbesondere 
die letztere hat sich als d&uBerst geeignet fiir diese Versuche 
erwiesen, da aus ihr auf relativ einfache Weise hoch wirksame 
Extrakte gewonnen werden kdnnen, welche auferst arm an 
Purinkérpern sind. Es hat sich denn gefunden, dai das Guanin 
zuerst in Xanthin umgesetzt wird, welches dann seiner- 
seits zu Harnsaure oxydiert wird. Das Adenin wird 
in Hypoxanthin umgewandelt und dieses wiederum 
sofort zum Teil zu Xanthin oxydiert. Setzt man die 
Versuche unter giinstigen Oxydationsbedingungen an, also unter 
stiindiger Sauerstoffzufuhr, so geht die Umsetzung Adenin — 
Hypoxanthin — Xanthin— Harnsiure glatt und quantitativ vor 
sich. Diese Reaktionen kommen in allen fiinf Organen gleich- 
mafig zustande, nur haben sich die Extrakte der Milz, Lunge 
und Niere als etwas wirksamer erwiesen, wie die der Leber 
und des Muskels. Fiirs rote Knochenmark ist es einigermaBen 
wahrscheinlich gemacht, daf auch ihm diese Funktionen zu- 
kommen und fiir die Thymus!) ist es sicher, daB wenigstens 
eine Umsetzung der Aminopurine in Oxypurine nach obigem 
Schema vor sich geht, wenn auch vielleicht die héchste Oxyda- 
tionsstufe, die Harnsaure, nicht erreicht wird. Immerhin miissen 
fiir die Thymus nach dieser Richtung weitere Versuche erst 
die Entscheidung bringen. Bemerkenswert ist, da’ ich bei 
meinen Versuchen weder auf das 6-Amino-2-8-Dioxypurin noch 
auf das 2-Amino-6-8-Dioxypurin gestofen bin. Nikolaier?) 


*) Der Thymusdriise gleichzustellen ist in ihrer Wirkung auf die 
Aminopurine das Pankreas (vergl. die Untersuchungen von Kutscher, 
Jones und Mitarbeiter, Schenk u. a.). 

*) Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. XLV, S. 359. 


10* 


4 
| 
; 
- 
| 
™ 
3 
_— 
a 
he 


148 Alfred Schittenhelm, 


hat bekanntlich nach subkutaner Einverleibung von Adenin an 
Ratten 6-Amino-2-8-Dioxypurin aus deren Nieren isolieren kénnen, 
Der Umstand, daB ich kein positives Resultat nach dieser Richtung 
gefunden habe, erklart sich vielleicht aus der Tatsache, daf 
ich die Organe einer anderen Tierart zu meinen Versuchen 
benutzte. Es ist ja mannigfach beobachtet, dal wesentliche 
Unterschiede bestehen im Abbau der Purinkorper bei ver- 
schiedenen Tiergattungen (Salkowski, Kriiger, Burian und 
Schur u. a.) 

Daraus, dai die Harnsiurebildung und die Harn- 
siurezerstOrung keineswegs Hand in Hand_ gehen, 
vielmehr die letztere auf ganz bestimmte Organe_ beschrankt 
erscheint, wihrend die erstere fast durchweg anzutreffen war, 
geht schon hervor, dab es sich dabei um zwei voOllig ge- 
trennte Fermente handelt. Mit noch gr6dBerer Sicherheit 
ergibt es sich daraus, dai die Isolierung der bei diesen Um- 
setzungen titigen Fermente auf ganz verschiedene Weise bewerk- 
stelligt werden mub. 

Die bei der Umsetzung der Aminopurine in Harnsaure 
taitigen Fermente kOnnen, wie meine Versuche mit der Milz 
beweisen, mit der von Jakoby!) angegebenen Aussalzung durch 
Ammonsulfat isoliert werden, wiahrend eine harnsiiurezerstOrende 
Fermentlésung, wie meine in der folgenden Arbeit mitgeteilten 
Versuche beweisen, aus der Niere durch die Rosellsche Isolier- 
methode, nicht aber durch die Jakobysche erhalten werden 
kann. Das harnsiiurezerstOrende Ferment ist also 
jedenfalls ein besonderes Ferment, welches mit den 
harnséurebildenden nichts zu tun hat, und ich mochte vor- 
schlagen, demselben der Kiirze halber in Analogie zur Glykolyse die 
Bezeichnung urikolytisches Ferment (Uricolyse) zu geben. 

Die Harnsaurebildung geht in zahlreicheren Organen vor 
sich, als die Harnsiiurezerstérung. Es hat sich gefunden, dal 
auch in Organen, in welchen meine ersten Versuche ein schein- 
bar negatives Resultat erzielt hatten (Darm, Niere), eine aus- 
giebige Harnsiurebildung statthat. Meine Untersuchungen er- 
gaben nun die wichtige Tatsache, dai bei einer Ver- 


!) Diese Zeitschrift, 1900, Bd. XXX. S. 139. 
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suchsanordnung ohne Sauerstoffzufuhr nur eine Um- 
wandlung der Aminopurine (Adenin und Guanin) in die 
Oxypurine (Hypoxanthin und Xanthin) statthat, waihrend 
aber bei lebhafter Sauerstoffzufuhr eine Oxydation 
der Oxypurine zu Harnsaure glatt durchgefiihrt wird. 
Dieser Umstand, zusammengenommen mit der Beobachtung, dab 
eine Oxydation zu Harnsiéiure in der Thymus scheinbar nicht 
geschieht, obwohl die Aminopurine in Oxypurine umgesetzt 
werden, fiihrt zu der notwendigen Folgerung, wie ich schon 
in meiner letzten Mitteilung ausgefitihrt habe, dab zwei ver- 
schiedene Fermente angenommen werden miissen, 
nimlich eines, welches Adenin in Hypoxanthin und 
Guanin in Xanthin umsetzt, und eines, welches die 
Oxypurine zu Harnsiure oxydiert. Das letztere ist schon 
allgemein anerkannt und Burian hat vorgeschlagen, dasselbe 
Xanthinoxydase zu benennen, eine Bezeichnung, welcher ich 
absolut beipflichte. Das erstere, also dasjenige Ferment, welches 
die Aminopurine in Oxypurine umwandelt, hat zu Differenzen 
zwischen Jones und mir gefihrt. In der nachstfolgenden 
Mitteilung beschiiftige ich mich eingehender mit denselben und 
bringe die Beweise dafiir, dali die Annahme von Jones, wonach 
es sich dabei um zwei verschiedene Fermente handeln soll, 
eine «Guanase» und eine «Adenase», als hinfallig zu betrachten 
ist. Vielmehr handelt es sich um ein und dasselbe Ferment, 
welches hydrolytisch (desamidierend) wirkt. Ob dieses Ferment 
ein ganz spezifisches ist und nur auf die Aminopurine einwirkt, 
oder ob es in gleicher Weise auch noch zahlreiche andere 
hOrper beeinflu{t, kann m. E. vorléufig wenigstens nicht sicher 
entschieden werden. Ich halte daher eine «Taufe» dieses Fer- 
mentes fiir absolut tiberfliissig. 

Es gestaltet sich also der Vorgang derart, dah zu- 
nichst das hydrolytische Ferment Adenin und Guanin 
zu Hypoxanthin und Xanthin umwandelt; darnach 
setzt die XNanthinoxydase ein und setzt das Hypo- 
xanthin in Xanthin und das Xanthin in Harnsiure 
um. Als drittes kommt dazu das uricolytische Fer- 
ment und bewirkt eine weitere ZerstOrung der Harn- 
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siiure, als deren teilweise Endprodukte Glykokoll!) (Wiener) 
und Harnstoff (Ascoli u. a.) anzusehen sind. 

Die Xanthinoxydase vermag bereits bei Gegenwart von 
wenig Sauerstoff zu wirken, was aus der teilweisen Umwand- 
lung des Hvpoxanthins zu Xanthin im Lungenextrakt hervor- 
geht. Bemerkenswerterweise wird unter diesen Umstanden 
aber so gut wie keine Harnsiéure gebildet. Es bietet also offenbar 
C, im Purinkern ganz erheblich gréfere Schwierigkeiten fiir 
die Oxydation wie C,, und es bedarf einer recht lebhaften 
Sauerstofizufuhr, um die Oxydation auch an C, zustande zu 
bringen. 

Es bliebe noch eine auffallende Erscheinung zu erkliren, 
namlich diejenige, daBh die bei der Autolyse ganzer 
Organe gefundenen Resultate sich nicht in allen 
Punkten decken mit den Ergebnissen meiner syste- 
matischen Fermentversuche. Ich bin nun der Ansicht, 
dafi die Autolyse ganzer Organe keine geeignete Versuchs- 
anordnung ist, um derartige Verhiltnisse genau zu studieren. 
Es entstehen dabei zahllose, vor allem auch saure, Produkte, 
welche einerseits dazu geeignet sind, die Fermentreaktionen 
in ihrer Intensitaét zu stéren oder vielleicht zu modifizieren; 
andererseits aber kinnte durch die Anderung der Reaktion ete. 
auch eine Ausfillung gewisser schwer léslicher Substanzen, 
wie z. B. des Guanins, hervorgerufen werden, welche ein- 
tritt, sobald dasselbe durch die «Nuclease» in Freiheit ge- 
setzt ist, und dadurch veranlaft, dafi das ungeléste Guanin 
weiteren Fermenteinfliissen entzogen wird. Auf solche Weise 
lieBen sich die widersprechenden Versuche erkliéren, welche 
z. B. bei der Pankreasautolyse erhoben wurden. Dabei hat 
Schenk?) Guanin und Hypoxanthin, aber kein Adenin und 
Xanthin gefunden; Levene*) dagegen gewann unter denselben 
Bedingungen vorwiegend Xanthin und Hypoxanthin und konnte 
Guanin nur noch in geringer Menge, Adenin nicht mehr nach- 


') Auch mir gelang es inzwischen, Glykokoll als Zersetzungsprodukt 
der Harnséure nachzuweisen, woriiber ich spater berichten werde. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII], S. 408. 

*) The American Journal of Physiology, Vol. XII, p. 276. 
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weisen und Jones und Partridge’) endlich stellten fest, dab 
im Pankreas ein Enzym besteht, welches Guanin in Xanthin 
umwandelt. Im ganzen also kann man wohl die autolytischen 
Befunde als eine bestatigung meiner Versuche auffassen, da ja 
vorwiegend Oxypurine als Endprodukt festzustellen waren. Es 
mul jedoch gleichzeitig in Anbetracht der differierenden Re- 
sultate als sicher angenommen werden, dafi die Autolyse ganzer 
Organe nicht geeignet ist, die Wirkung der Fermente auf die 
Nucleinsubstanzen klar zu veranschaulichen, 

Ich méchte tibrigens hierzu kurz erwihnen, auch ich 
eine gewisse Analogie der Autolyse mit meinen Ferment- 
versuchen festzustellen vermochte. 


Versuchsreihe X. 


Eine steril eingelegte Hundemilz wurde iiber ein halbes 
Jahr lang der Autolyse im Eisschrank unterworfen und 
dann ca. 1 Jahr unter Alkohol aufgehoben. 

Das Endprodukt wurde nunmehr fein zerkleinert, durch 
Kochen mit 2°/oiger Schwefelsiure, wie tiblich, aufgeschlossen 
und die Purinbasen, wie oftmals beschrieben, isoliert. 

Es wurden gefunden 0,18 g Xanthin und 0,12 Hypo- 
xanthin. Adenin und Guanin konnten nicht aufgefunden werden. 

Es waren also in diesem Versuch Oxypurine als 
Endprodukte gefunden worden, ganz analog den Be- 
funden bei meinen Fermentversuchen mit Rindermilz. 

Ich unterlasse es, an dieser Stelle niiher darauf einzu- 
gehen, inwiefern meine Resultate fiir die Pathologie des Stoff- 
wechsels und insbesondere der Gicht von Wichtigkeit sind. Es 
bleibt ja auch noch abzuwarten, welchen Umfang die von Burian 
neuentdeckte synthetische Bildung von Purinbasen im Muskel 
anzunehmen imstande ist. 
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Zu den Versuchen von Jones, Partridge und Winternitz 
iiber das Fehlen des Guanin zu Xanthin umwandelnden Fermentes 
in Milz und Leber des Rindes. 


Von 
Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Gottingen: Geheimrat Ebstein) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1905.) 


Jones und Partridge!) haben den Namen «Guanase, 
aufgestellt fiir ein Enzym, welches die Uberfithrung von Guanin 
in Xanthin zustande bringt. Sie konnten die Anwesenheit dieses 
Enzyms in der Thymus, der Nebenniere und dem Pankreas 
feststellen, wiithrend es in der Milz fehlen soll. Dagegen findet 
sich nach ihren Untersuchungen in der Milz ein anderes Enzym, 
dem sie den Namen «Adenase» geben, weil es Adenin in 
Hypoxanthin umwandelt: die «Adenase» findet sich auberdem 
in der Thymus, der Nebenniere und dem Pankreas. Jones 
und Winternitz?) haben die Untersuchungen weitergefiihrt. 
Sie haben einerseits das Vorkommen der «Adenase» in der 
Leber festgestellt, andererseits das Fehlen der «Guanase» fiir 
dasselbe Organ und nochmals fiir die Milz bewiesen. Auf 
diese Befunde stiitzt sich ihre Behauptung, daf die «Guanase> 
und die «Adenase» zwei von einander verschiedene Fermente 
seien. Sie halten also die Unabhingigkeit der Fermente von 
einander fiir erwiesen. Am Schluf ihrer Mitteilung sprechen 
sie die Ansicht aus, daf ihre Resultate nicht zu der Meinung 
fiihren kOnnen, dafi irgend eines der Fermente in einer der 
Driisen vollig fehlte und da8 man vielleicht doch durch geniigend 
lange dauernde Digerierungen die Anwesenheit der Guanase 
in Leber und Milz erweisen kinne. Es sei noch erwihnt, 
dab sie noch weiterhin eine Oxydase annehmen, welche Hypo- 
xanthin in Xanthin umwandelt und welche sich in Leber und 
Milz, nicht aber im Pankreas vorfindet. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343. Der Redaktion zugegangen 
4. Juli 1904, 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 1. Der Redaktion zugegangen 
7. Januar 1905. 
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Jones und seine Mitarbeiter haben, was das Fehlen der 
-Guanase» in Leber und Milz anbelangt, vollig iibersehen, dab 
yon verschiedenen anderen Seiten die Gegenwart derselben 
fir eben diese Organe liingst erwiesen ist. Jones und 
Partridge haben die Untersuchungen von Horbaczewski,!) 
Spitzer,?) und Wiener?) nicht in den Kreis ihrer Betrachtungen 
gezogen, Wohl deshalb, weil sie annahmen, dab keine weiteren 
Beziehungen zwischen ihren Untersuchungen und denen der 
genannten Autoren bestehen; ich werde aber spiterhin aus- 
fiihren, dab die bBeziehungen recht enge sind. Jones und 
Winternitz haben nun aber auch meine Veroffentlichungen ‘) 
vollkommen unbeachtet gelassen, obwohl sie dieselben Ziele 
verfolgen und ich, wenigstens was die Umsetzung des Guanins 
in Milz und Leber anbelangt, zu einem gerade entgegen- 
cesetzten Resultate gelangte. 

Hitten Jones und seine Mitarbeiter diese Arbeiten, sowie 
diejenigen der anderen Autoren, gebiihrend beriicksichtigt, so 
wiiren sie sicher auf die Tatsache aufmerksam geworden, dab 
ihre Resultate sich mit den bisherigen Feststellungen nicht 
vereinen lassen. Spitzer sowohl wie ich konnten feststellen, 
dah im Milzetrakt eine fermentartige Kraft vorhanden ist, welche 
die Umsetzung von Guanin, sowohl wie von Adenin in Harn- 
siure auszufiihren vermag. Dasselbe haben wir fiir die Leber 
bewiesen und auch Burians®) und Wieners Untersuchungen 
stimmen damit iiberein. Wie aber soll Guanin in Harnsiiure 
umgesetzt werden, wenn die Feststellungen Jones’ und seiner 
Mitarbeiter richtig wiren? Auch wir hiatten doch dann nicht 
Harnséure, sondern Guanin wiederfinden miissen. Da wir aber 
unzweifelhafte Harnsaéure bekamen, so mubte das Guanin ent- 
sprechenden Veranderungen unterliegen, wobei Zwischenprodukte 

1) Monatshefte der Chemie, 1891, Bd. XII, S. 221. 

*) Arch. f. Physiol., 1899, Bd. LXXVI, S. 192. 

*) Arch. f. experm. Pathol. u. Pharmak., 1899, Bd. XLII, 5. 373. 

*) Diese Zeitschnft, Bd. XLII, S. 251. Der Redaktion zugegangen 
27. Juni 1904. 

Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 228. Der Redaktion zugegangen 


5. Oktober 1904. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 497. 
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gebildet werden, welche aber nur das Xanthin und das 
2-Amino-6-8-Dioxypurin sein konnten. Auf diese Uberlegungen 
habe ich meine Untersuchungen aufgebaut und kam tatsiachlich 
zu dem Resultat, dafi die Milz Fermente enthalt, welche sowohl 
Guanin wie Adenin in Xanthin (resp. Hypoxanthin-Xanthin) um- 
setzen und dieses wiederum zu Harnsiure oxydieren. Das Niahere 
habe ich bereits in vorstehender Mitteilung rekapituliert. 

Wie kommen nun Jones und seine Mitarbeiter zu den 
abweichenden Resultaten? Beim Vergleich der beiden Versuchs- 
anordnungen fallt in erster Linie auf, daB sie die Korper als 
salzsaure resp. schwefelsaure Salze zusetzten, ich aber in 
natronalkalischer Losung. Dieser Umstand koénnte wohl zu 
Differenzen der Resultate Veranlassung geben. Das Guanin 
ist bekanntlich unléslich in Wasser und seine Salze sind eben- 
falls als schwerldslich bekannt. Jones und seine Mitarbeiter 
aber setzten das Guanin entweder als Hydrochlorat oder aber, 
indem sie die Siaure desselben vorher mit Ammoniak neutra- 
lisierten, als freie Base zu dem jeweiligen Organgemisch. Es 
kommt aber bei dieser Versuchsanordnung derselbe Ubelstand 
zur Geltung, welchen auch Burian?!) bei der Priifung des 
Leberextraktes auf seine harnsaurezerstérende Fihigkeit hervor- 
hebt. Setzt man niamlich die umzusetzende schwerldsliche 
Substanz (in Burians Fall die Harnséure, in vorliegendem 
das Guanin) in ungeléstem Zustande zu, so muB sie erst langsam 
wihrend der Digestion in Lésung gehen, wobei es nie zur 
volligen Sattigung kommt. Der Verlauf der Reaktion wird 
also ein sehr protrahierter und man kann sich wohl vorstellen, 
daB ein nicht unbetrachtlicher Teil des Guanins, insbesondere 
wenn dasselbe auf dem Boden des Gefafes liegend in zugesetztes 
Chloroform eingeschlossen ist, der Einwirkung der Fermente 
entgeht, sodafi es spiter unverandert wieder gefunden wird.’) 
Anders verhilt sich die Sache beim Adenin, welches als Sulfat 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 506. 

*) Organbrei bietet scheinbar bessere Lésungsbedingungen fiir un- 
gelést zugegebenes Guanin als Organextrakt; durch diese Annahme liefe 
sich ungezwungen der Umstand erklaren, dafi bei Verwendung von 
Pankreasbrei ein positives Resultat erzielt wurde. 
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gugegeben wurde. Dieses Salz ist sehr leicht léslich und 
bietet daher den Fermenten von vornherein giinstige Angriffs- 
bedingungen. Damit mag zum Teil wenigstens zusammen- 
hingen, daB Jones und seine Mitarbeiter eine Umwandlung 
des Adenins durch die Fermente leicht konstatieren konnten, 
wihrend das Guanin unverandert wiedergewonnen wurde. 

Die folgenden Versuche sind zur Klarung dieser Verhilt- 
nisse angestellt. 

Versuchsreihe I. 


a) 400 ccm Milzextrakt!) gehen bei ca. 40° unter stindiger 
Luftdurchleitung drei Tage lang. (Leerversuch). 
Erhalten 0,14 g Harnsiiure. 
b) 400 cem = Milzextrakt 0,35 g Guaninchlorhydrat, 
welches vorher in wenig Normalnatronlauge gelist worden 
war, analog angesetzt. 


Erhalten 0,4 g Harnsiiure. 


0,1738 g Substanz verbrauchten 41,2 ccm ‘'/10-Normalsalzsiiure 
Gefunden: 33,19° N. 


Demnach waren 98,8°/o des zugesetzten Guaninchlor- 
hydrats als Harnsiéiure wiedergefunden. Im Filtrat gab eine 
Silberfallung nur noch minimalen Niederschlag. 

ce) 400 Milzextrakt -+- 0,35 g  Guaninchlorhydrat, 
welches vorher in dem gerade zur vollkommenen LoOsung notigen 
Uberschu8 Normalsalzsiure gelist war, analog angesetzt. 


Erhalten 0,89 g Harnsaure. 


0.1582 g Substanz verbrauchten 36,9 ccm 
Gefunden: 33,29°%o N. 


Demnach waren 95,1°/o des zugesetzten Guaninchlor- 
hydrats als Harnsiéiure wiedergefunden. Im Filtrat gab eine 
Silberfallung nur noch minimalen Niederschlag. 

d) 400 cem Milzextrakt + 0,35 g Guaninchlorhydrat, 
welches vorher in Wasser aufgeschwemmt und mit Ammoniak 
sorgfaltig neutralisiert wurde, analog angesetzt. 


1) Die Extrakte wurden auf die in meinen friiheren Arbeiten ge- 
nauer beschriebene Weise hergestellt. Ich mache auch auf den Umstand 
aufmerksam, dafi meine Milzextrakte mit viel griéferen Mengen Wasser 
im Verhaltnis zur angewandten Menge Milzpulpa hergestellt wurden, wie 
die von Jones und Winternitz. 
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Erhalten 0,38 g Harnsiure. 
0.15 g Substanz verbrauchten 35,5 ccm '/10o-Normalsalzsaure 
Gefunden: 33,13°/s N. 

Im Filtrat wurde mit ammoniakalischer Silberlésung ein 
Niederschlag erzeugt, dessen Stickstoff 6,7 ccm 1/10-Normal- 
salzsiiure entsprach. 

Es waren also 91,2°/o des zugesetzten Guaninchlorhydrates 
als Harnséure wiedergefunden. 

e) Derselbe Versuch in derselben Weise angesetzt. 

Erhalten 0,37 g Harnsiaure. 

Q,1194 g Substanz verbrauchten 28,3 ccm '/1o-Normal-HCl 

Gefunden: 33,18°/o N. 

Im Filtrat fanden sich noch Purinbasenreste (Silberfallung), 
deren Stickstoff 12,5 14/10-Normalsalzsiure entsprach. 

Es waren also 87,5°/0 des zugesetzten Guaninchlorhydrates 
als Harnsiiure wiedergefunden. 

f) 300 ccm Milzextrakt +- 0,35 g  Guaninchlorhydrat, 
welches in Wasser aufgeschwemmt zugesetzt wurde, analog 
angesetzt. 

Erhalten 0,34 Harnsaure 
Gefunden: 33,31°/o N. 

Im Filtrat wurde mittels der Silberfillung eine Restbasen- 
menge erhalten, deren Stickstoffgehalt 15,6 eem !/10-Normal- 
salzsiiure entsprach. 

Es waren also 79,9 °/o des zugesetzten Guaninchlorhydrats 
als Harnsiiure wiedergefunden. 

g) Derselbe Versuch wiederholt. 

Erhalten 0,25 g Harnsaure 
Gefunden: 33,38°/o N. 


Es waren demnach 41,8°%o des zugesetzten (Guanin- 
chlorhydrats als Harnsiure wiedergefunden. 

Aus den Versuchen geht klar hervor, dafi das gelost 
zugegebene Guanin durch Milzextrakt bei Zuleitung 
von Sauerstoff quantitativ in Harnsiure umgewandelt 
wird, einerlei ob zur Losung Natronlauge oder Salz- 
siiture benutzt wurde. Die Wirkung der dabei in Betracht 
kommenden Fermente wird also durch kleinere Mengen Saure 
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oder Alkali in ihrer Gesamtheit nicht beeinflubt. Die Um- 
setzung verliuft aber weniger vollstiindig, wenn das Guanin 
in ungeloster Form zugegeben wird, wenn sie auch, wenigstens 
in dem groBeren Teil der Versuche, trotzdem eine ganz aus- 
giebige war. Man mu8 dabei jedenfalls als forderndes Agens 
in Betracht ziehen, dafi durch die mechanische Bewegung, 
welche in der Reaktionsfliissigkeit durch die Luftdurchleitung 
bestandig hervorgerufen wurde, die LOsungsbedingungen wesent- 
lich verbessert werden. Jedenfalls kann es gar keinem 
Zweifel unterliegen, dab das Guanin, wie es auch zu- 
sesetzt werden mag, vom Milzextrakt resp. dessen 
Fermenten zu Harnsaure umgesetzt wird, und die not- 
wendige Folgerung davon ist, dai derselbe auch eine 
-Guanase» enthalten muf und sogar, im Hinblick auf 
den quantitativen Verlauf der Reaktion, eine sehr wirksame. 

DaB in der Milz in der Tat ein Ferment existiert, welches 
Guanin in Xanthin umwandelt, habe ich schon in meiner 
friheren Mitteilung durch mannigfache Versuche erwiesen und 
es gelang mir sogar ohne weiteres, mittels der fraktionierten 
Siittigung durch Ammonsulfat einen Weg zu finden, auf dem 
das Ferment, wenn auch nicht in reinem Zustand, so doch in 
einer relativ einfach zusammengesetzten wasserigen LOsung in 
wirksamer Form isoliert werden kann. Obwohl eigentlich aus 
den vorstehenden Versuchen tiber die Harnsaurebildung schon 
sicher hervorgeht, da auch bei der Versuchsanordnung von 
Jones und seinen Mitarbeitern, also bei Zugabe des Guanins 
in Form des Hydrochlorates, eine Umsetzung in Xanthin er- 
folgen muB, so habe ich doch, um jeden Zweifel zu beheben, 
den folgenden Versuch angesetzt. Ich stelle demselben einen 
weiteren Versuch gegentiber, in welchem das Guanin nach 
meiner Art in natronalkalischer LOsung zugegeben wurde, damit 
man sieht, ob und wie sehr der quantitative Verlauf abhangig 
ist von der Form, in der das Guanin zugegeben wird. 


Versuchsreihe II. 


a) 400 g Milzextrakt wurden mit 0,45 g in Wasser auf- 
geschwemmten Guaninchlorhydrats, dessen Saure vor dem 
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Zusetzen mit Ammoniak neutralisiert wurde, unter Chloro- 
formzusatz neun Tage lang im Thermostaten bei 37° C. der 
Autodigestion tiberlassen. 

Am 9. Tag wurde die ganze Menge nach Zusatz von 
konzentrierter Schwefelséure, so die Konzentration etwa 
21/,°/o betrug, 3 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht, 
hernach mit Natronlauge neutralisiert, siedend mit Essigsiure 
angesiuert und sofort vom ausgefallenen Eiweif abfiltriert. Der 
Eiweifniederschlag wurde noch zweimal in Wasser suspendiert, 
mit NaOH gelést und mit Essigsiiure gefallt. Aus den ver- 
einigten Filtraten wurden mit der Kupfersulfatbisulfitmethode 
die Basen gefallt. Die Kupferoxydulverbindungen wurden mit 
H,S zerlegt und das Filtrat zur Trockene eingedampft. Der 
Trockenriickstand wurde mit verdiinntem Ammoniak aufgekocht 
und kurze Zeit bei 60—70° digeriert. Nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank fiel ein geringer flockiger Niederschlag 
aus, welcher aber keine Purinbasen enthielt. 

Es war also kein Guanin mehr vorhanden. 

Vom ammoniakalischen Filtrat wurde das Ammoniak ab- 
gedunstet und darauf die Lésung auf 5—10 ccm eingeengt. 
Dabei kam Xanthin in typischen Krusten heraus. 

Nach einigen Stunden wurde abfiltriert (Filtrat A) und 
das gewonnene Priaparat auf bekannte Art ins Nitrat verwandelt. 
Es wurden 

0,33 Xanthinnitrat 
gewonnen. Die Substanz zeigte vorziiglich ausgebildete typische 
Kristallform (Filtrat B). Zur Analyse wurde es ins freie Xanthin 
verwandelt und mit wenig Tierkohle gereinigt. 
0,1022 g Substanz verbrauchten 26,8 ccm '/10-Normalsalzsdure 
Gefunden: 36,71°/o N 
Verlaugt: 36,84°/o ». 

Filtrat A und B werden vereinigt, neutralisiert und mit 
ammoniakalischer Silberldsung versetzt. Die Silberverbindungen 
der Basen werden in Wasser suspendiert, mit HCl in der 
Wirme zerlegt und das Filtrat des Chlorsilbers zur Trockene 
eingedampft. Nach Entfernung der iiberschiissigen Salzsaure 
durch Abdampfen mit Alkohol wurde der Riickstand in wenig 
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yerdiinntem Ammoniak geldst und 24 Stunden im Eisschrank 
stehen gelassen. Dabei kam es zu keiner Ausfiillung. 

Also wiederum kein Guanin. 

Die Fliissigkeit wurde nunmehr auf 5—10 ecm, nach 
Vertreiben des Ammoniaks, eingeengt. Nach mebhrtiigigem 
Stehen hatten sich noch 0,06 g einer Substanz ausgeschieden, 
welche sich leicht in Ammoniak loste. Dieselbe wurde durch 
die Xanthinproben und durch das charakteristische salpetersaure 
Salz als Xanthin identifiziert. 

Im Filtrat dieses Xanthinrestes war mit ammoniakalischer 
Silberldsung keine Fillung mehr zu erzeugen. 

Es waren also an Stelle der 0,45 g Guaninchlorhydrat 
0,298 g Xanthin gefunden worden. Bemerkenswerterweise 
war von dem zugegebenen Guanin auch nicht die Spur mehr 
wiedergefunden worden. 

b) 400 cem Milzextrakt wurden mit 0,4 g in ca. 6 ccm Nor- 
malnatronlauge gelosten Guanins versetzt und unter Chloro- 
formzusatz 9 Tage lang bei 37° C. im Thermostaten gehalten. 

Am 9. Tag wurde ebenso verfahren, wie bei Versuch a. 

Auch hier fand sich kein Guanin wieder. 

Dagegen konnten 

0,98 Xanthinnitrat 
isoliert werden, welches typische Kristallform zeigte. Es wurde 
zur Analyse ins freie Xanthin verwandelt und bei 140° getrocknet. 

0,114 g Substanz verbrauchten 29,7 cem */1o-Normalsalzsiure 

Gefunden: 36,489 N. 

Aus den Filtraten wurde nochmals 0,07 g Xanthin isoliert, 
welches bei Umwandlung ins Nitrat typische Kristallform zeigte. 

Es blieb im Restfiltrat nur noch eine ganz geringe Basen- 
menge, welche die weitere Verarbeitung nicht lohnte. 

Es waren also im ganzen 0,48 g Xanthin wiederge- 
wonnen worden. 

Ich fand also in beiden Versuchen, einerlei ob 
ich das Guanin als Aufschwemmung seines Hydro- 
chlorates oder als natronalkalische Loésung zugab, 
kein Guanin wieder, an Stelle desselben aber Xanthin. 
Das Resultat stimmt sehr gut zusammen mit den Ergebnissen der 
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Versuchsreihe I. Daf Jones und seine Mitarbeiter zu einem ent- 
gegengesetzten Resultat kamen, muf also unbedingt an ihrer Ver- 
suchsanordnung oder an der Isolierung der Substanzen gelegen 
haben. Ein guter Teil ihres MiBerfolgs mag jedenfalls in der Zugabe 
ungeloster Ausgangsmaterialien seine Ursache haben, besonders 
in den Versuchen, deren Dauer weniger als 9 Tage betrug. 

Aus meinen Versuchen geht also klar hervor, daB die 
vermeintliche Beobachtung von Jones und seinen Mit- 
arbeitern von dem Fehlen der «Guanase» in der Milz 
eine irrtiimliche ist. Nachdem Burian und ich zeigen 
konnten, dafi die Leber aus Purinbasen Harnséure zu_bilden 
vermag, und nachdem ich in der vorstehenden Mitteilung den 
experimentellen Beweis erbrachte, daf} die Leber ebenso wie 
alle anderen bisher untersuchten Organe imstande ist, das 
Guanin in Xanthin umzuwandeln, bedarf es keiner weiteren Ver- 
suche mehr, um zu zeigen, dab Jones und seine Mitarbeiter auch 
bei diesem Organ mit ihrer Behauptung des Fehlens der «(Cruanase » 
einen Irrtum begingen. Es ist klar, dal die Ursache ihrer negativen 
Befunde ganz dieselbe ist, wie bei den Milzversuchen. 

Der Umstand, dai in allen den Organen, in welchen eine 
Harnsiiurebildung konstatiert werden konnte, sowohl Guanin 
wie Adenin in Harnséiure umgesetzt werden, bestitigt meine 
schon friiher aufgestellte Behauptung von der Gleichartig- 
keit des Fermentes, welches auf die beiden Kérper einwirkt: 
dieselbe wird noch mehr gestiitzt dadurch, dah auch das iso- 
lierte Ferment ohne weiteres beide Kérper quantitativ umzu- 
wandeln vermag. Es bedarf also eines hydrolytischen 
(desamidierenden) Fermentes und einer Oxydase zur Um- 
wandlung der Aminopurine in Harnsiiure. Nachdem meine An- 
nahme somit eine feste experimentelle Grundlage erfahren hat, 
ist nach meiner Ansicht absolut sicher gestellt, dafi es 
einer Einzelbenennung des Fermentes als «Guanase» 
und «Adenase», wie es Jones und seine Mitarbeiter 
wollen, nicht bedarf. 


') Siehe hierzu auch meine Ausfiihrungen in der vorhergehenden 
Arbeit S. 149. 
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Uber das uricolytische Ferment. 
Von 


Alfred Schittenhelm. 


Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Gottingen; Geheimrat Ebstein,) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Mai 1905.) 


Dab die HarnsaurezerstOrung eme Funktion ganz be- 
-timmter Organe ist, geht aus meinen vorstehend mitgeteilten 
Versuchen mit Sicherheit hervor. Ich habe darin festgestellt, 
dai ein uricolytisches Ferment in der Niere, der Leber, dem 
Muskel und vielleicht dem Knochenmark des Rindes zu finden 
isi, wihrend dagegen die Milz, die Lunge und der Darm wohl 
Harnsiure zu bilden, nicht aber zu zerstéren vermag. Auch 
Wiener?!) hat bereits friiher festgestellt, dafi der Niere, der 
Leber und dem Muskel des Rindes harnsiiurezerstérende Fiihig- 
xeiten zukommen; Burian?) hat dann fiir die Leber und den 
Muskel, Ascoli) fiir die Leber des Rindes dieselbe Beobachtung 
vemacht. 4) 

') Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. XLII, 5. 375. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLUIT, S. 497 u. 532. 

°) Pfliigers Archiv, Bd. LXXII, S. 340. 

4) Ahnliche Beobachtungen wurden auferdem an der Hunde-, 
Katzen- und Schweineleber gemacht. — Ubrigens teilt Sir Lander 
Branton in London (Zentralbl. f. Physiol., 1905, Bd. XIX, Nr. 1, S. 5) 
vetreffs der Prioritét mit, dafs bereits im Jahre 1860 Stoeckvis in 
Amsterdam (Donders Archiv fiir die hollindischen Beitriige, Utrecht 
Is60, Bd. Il, S. 268) Harnsiiurezersetzung durch Organbrei beobachtet 
abe. Spéiter hat Brunton selbst in Gemeinschaft mit Bokenham die 
ersuche wieder aufgenommen und die Angaben von Stockvis_ be- 
itigt, daf\ niimlich Harnsiiure zersetzt und Harnstoff gebildet wird dureh 
“rwiirmung von harnsauren Salzen mit Brei von Verdauungsleber, wihrend 
Leber von Tieren, welche gefastet haben, Harnsiiure nicht zersetzt (publi- 
ert in Pawlows Festschrift, Arch. scienc., St. Petersbourg 1904, Supplem.). 
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Wie ich bereits kurz mitteilte,4) ist es mir gelungen, 
das uricolytische Ferment zu isolieren, und ich will in folgenden, 
darauf néher eingehen. Da unter den Rinderorganen die Niere 
am ausgiebigsten die HarnsiiurezerstOrung vermag, so habe ic), 
an ihr meine Untersuchungen angestellt. 

Da es mir gelungen war, das harnsiiurebildende Fermen; 
aus wiisserigen Milzextrakten mittels Aussalzung durch Ammon- 
sulfat isollert zu erhalten, so versuchte ich zuerst auf diesem 
Wege zu einem Resultat zu gelangen. Ich bekam 
keine wirksame Losungen. Ebensowenig fiihrte die Fiillung 
mit Alkohol zu einem befriedigenden Hesultat. 

Ich ging daher zu einer anderen Methode iiber und zwa 
zu der von Rosell?) angegebenen, welche auf einer Ausfallun, 
mittels Uranylacetat in alkalischer LoOsung beruht. Dabei zeigte 
sich bald, dab auf diese Weise gul wirksame, harnsiiure- 
zersetzende FermentlOsungen erhalten werden konnen. 

Die Methode gestaltet sich kurz folgendermaben: 

400—600 ¢ fein zerkleinertes und mit Sand zerriebene- 
Nierengewebe wird mit zirka !/2 seines Volumens (ey. auch 
etwas mehr) Wasser angesetzt und einige Stunden auf der 
Schiittelmaschine geschittelt. Dann wird koliert und. die er- 
haltene Kolatur mit einer gesattigten Losung von Uranylacetat 
unter gleichzeitiger Zufiigung einer Mischung von Natrium- 
karbonat und Natriumphosphat, sodaf die Losung stets alkaliseh 
bleibt, so lange versetzt, bis sich grobe Flocken bilden, welche 
sich dann weiterhin gut absetzen. Man dekantiert und filtriert, 
Der Filterriickstand wird in 600—800 cem 0,2°/oiger Soda- 
losung fein verrieben oder besser einige Stunden geschiittelt. 
und bleibt dann ca. 12 Stunden stehen. Hierauf wird filtriert. 
Das Filtrat enthalt das Ferment. 

Versuch 

250 com Fermentlosung -- 0,3 g in wenig Normalnatron- 
lauge geléste Harnsiiure gehen 3 Tage lang unter Chloroform- 
zusatz und stiindiger Luftdurchleitung bei ca. 40°. 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 228. 

*) Uber Nachweis und Verbreitung intracelluliirer Fermente, Inauz- 
Dissert., Strafburg 1901. 
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Wiedergewonnen 0,05 ¢ Harnsiure. 

Es waren also der zugefiigten Harnsiure zerstort 
worden. 

Versuch Il. 

400 com NierenfermentlOsung 0,5 g in wenig Normal- 
natronlauge geloster Harnsiiure 5 Tage lang ebenso angesetzt. 
Wiedergefunden 0,05 g Harnsiiure. 

Es waren also 90° 0 der zugefiigten Harnsiiure zerstort 
worden, 

Versuch 

300 Fermentlosung +- 0,3 in 5—6 ccm Normal- 
natronlauge geloster Harnsiure 3 Tage lang analog angesetzt. 
Wiedergefunden keine Harnsiiure. 

Es waren also 100°/o der zugesetzten Harnsiiure zerstort 
worden. 

Versuch IV. 

300 com Fermentidsung -+- 0,25 ¢ in wenig Normalnatron- 

lauge geléster Harnsiiure analog angesetzt. 
Wiedergefunden 0,135 Harnsiiure. 

Es waren also der zugesetzten Harnsiure zerstort 
worden. 

Die Versuche beweisen, dafi es wohl gelingt, eine gut 
wirksame LoOsung des uricolytischen Fermentes der 
Niere durch die Rosellsche Féllungsmethode zu_ er- 
lalten.!) Um jedoch sofort dem Einwand zu begegnen, dab 
der alkalische Charakter der Losung das wirksame_ Prinzip 
darstelle oder gar geringe Mengen in Losung gebliebener Uran- 
sulze, und um andererseits zu beweisen, dal es tatsichlich 
ein Ferment ist, welches in meiner VersuchslOsung die Uri- 
colyse bewerkstelligt, setzte ich einige Versuche an mit der- 


selben Fermentlésung, welche jedoch vorher im Dampftopf 


auf SO—100° erhitzt werden war. 


') Nicht immer gelingt es, gut wirksame FermentlOsungen zu er- 
halten. Hieran mégen zum Teil kleine, scheinbar gleichgiltige Abweich- 
igen in der Darstellung die Schuld tragen. Ob noch andere Faktoren 
nitspielen (verschiedene Quantitét und Qualitét der Nierenfermente? etc.), 
mufy noch dahingestellt bleiben. 
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Versuch V. 

250 cem Stunde auf 100° erwiirmter Fermentlésung 
-+-0.5 g in wenig Normalnatronlauge geloster Harnsaiure analog 
angesetzt. 

Wiedergewonnen 0,25 g Harnsaure. 


Versuch VI, 


300 cem einer wenige Minuten auf 80° erhitzten Ferment- 
losung -+ O25 ¢ in wenig Normalnatronlauge geloster Harn- 
siiture analog angesetzt. 

Wiedergefunden 0,22 g Harnsiiure. 

Es war also in beiden Versuchen auch etwas Harnsiiure 
verloren gegangen; jedoch ist der Unterschied so eklatant, dat 
gar kein Zweifel mehr bestehen kann an der Fermentnatur des 
zerstorenden Agens sowohl, wie an der ‘Tatsache, dai das 
Ferment nach Rosell in wirksamer Form isoliert werden kann. 

Die Fermentlésung ist sehr einfach zusammengesetzt, was 
aus der folgenden Analyse ersichtlich ist. 

Auf 1000 Lésung kommen: 

986.2. Wasser, 
9.82 organische Substanz, 
3.98 Ascheriickstand, 
1,187 Stickstoff. 

Des weiteren ist hervorzuheben, dab die Losung so gut 
wie gar keine Purinkdrper enthiilt. 

Das Ferment ist nicht dialysierbar und es gelingt daher, 
dasselbe durch Dialyse noch weiter zu reinigen. 

Versuch VIL. 

400 cem Fermentlésung, welche 3 Tage lang gegen 
(lieBendes Wasser dialysiert hatten, wurden mit 0,3 g in wenig 
Normalnatronlauge gelOster Harnsiiure versetzt und 3 Tage lang 
wie gewOhnlich unter Luftdurchleitung bei ca, 40° gehalten. 

Wiedergefunden 0,04 ¢ Harnsiiure. 

Ks waren somit 87°/o der zugesetzten Harnsiure zerstor! 
worden. 

Der Versuch spricht eine deutliche Sprache. Auch hier 
lag eine wirksame Fermentlésung trotz Dialysierens vor. 
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Lange nach Abschlufi dieser Versuche erschien eine Mit- 
tellung von Wiener,!) welche ebenfalls unter Hinweis aut 
meine diesbeziiglichen Versuche eine Methode angibt, auf welche 
das uricolytische Ferment aus der Niere isoliert werden kann. 
Er faillt den Organextrakt Essigsiiure (0,2/250), von der 
er gewohnlich die 3fache Menge zusetzte, mit Methylalkohol 
und Ammonsulfat. Die Niederschliige werden in Wasser auf- 
cenommen, mit KarbonatlOsungen verschiedener Konzentration 
neutralisiert und ausgelaugt und die zelligen Bestandteile mit 
Pepsinsalzsiure oder Trypsin verdaut. Dann wird nochmals 
mit Methylalkohol gefaillt und mit Karbonatlésung der Nieder- 
schlag ausgezogen. 

Ein bestimmtes Quantum der so gewonnenen Loésung 
schiittelt er mit einer gewogenen Menge Harnsiiure bei 40° 
ca. 40 Stunden. Seine Resultate sind keine glinzenden. Von 
0.125 ¢ zugegebener Harnsiiure findet er Mengen von 0,056, 
0,08, 0,05, 0,097, 0,05, 0,086, 0,097 ete. g wieder. 

Ich fiithre diese Methode an, ohne dartiber selbst Er- 
fahrungen zu haben. 

Eine Vergleichung meiner mit der Rosellschen Fillung 
erhaltenen Resultate mit denen Wieners scheint mir jedoch 
ohne weiteres fiir eine erheblich bessere Brauchbarkeit der 
Rosellschen Methode zur Isolierung des uricolytischen Ferments 
zu sprechen. 


') Zentralbl. f. Physiol., Bd. XVIII, Nr. 22, S. 690. 
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Uber die Ursache der Schwefelsaure-Fluoreszenzreaktion 
der Gallensauren. 
Von 
Fritz Pregl. 


Aus dem physiologischen Institut der Universitat Graz.) 
Der Kedaktion zugegangen am Mai 1905.) 


Kine alte, empirische Reaktion der Gallensiiuren ist die 
Schwetelsiiurereaktion: in konzentrierter Schwefelsiure l6sen 
sich die Gallensiiuren schon in der Kiilte, leichter bei gelindem Er- 
wirmen; die L6sung zeigt eine gelbrote Farbe im durchfallenden 
Lichte und prachtvolle, griinliche Fluoreszenz im auffallenden 
Lichte. 

Die Beziehungen, die anderweitig vielfach schon zwischen 
Farbe und Fluoreszenz einerseits und chemischer Konstitution 
andererseits ermittelé worden sind, luden um so mehr zu einer 
Untersuchung der genannten Keaktion ein, als bisher weder der 
diese Fluoreszenzerscheinung bedingende Korper isoliert, noch 
die Konstitution der Gallensiuren bis heute aufgeklirt ist. 

Schon beim Anstellen dieser Reaktion im kleinen kann 
man die Beobachtung machen, dabei der Geruch nach 
schweteliger Siiure auftritt, und kann sich somit iiberzeugen, 
dah die Schwefelsiure hier die Rolle eines Oxydationsmittels 
splelt. 

Fiir die Isollerung des die Fluoreszenzerscheinung  be- 
dingenden Reaktionsproduktes hat sich nach mehrfachen Ab- 
iinderungen folgendes Verfahren als geeignet erwiesen: 

In einem Kolbchen tibergiebt man 20 g getrockneter 
Cholalsiiure mit 50 ccm Eisessig, fiigt unter Umschiitteln 10 ccm 
konzentrierte Schwefelsiiture zu, setzt ein Steigrohr auf und 
erhitzt iiber kleiner Flamme zum Sieden. Dabei fiirbt sich 
das Gemisch zuerst intensiv rot und es beginnen Stréme von 
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-chwefeliger Siiture zu entweichen; bei weiterem Erhitzen treten 
ollmiihlich gelblich-griinliche und noch dunklere Farbenténe und 
reichliche Schwefelabscheidungen im Steigrohr auf, bis das 
weitere Erhitzen nach ® 4 Stunden infolge Stobens unterbrochen 
verden muff. Die noch warme Losung giebt man in ca. ein 
Liter kalten Wassers und saugt die olivgriine Fiillung nach 
Zusatz von 3/4 Volumen gesiittigter Steinsalzlésung ab. Der 
erhaltene Niederschlag sieh, noeh feucht, sehr leicht) in 
Ather: seine Losung wird sofort einigemal mit Wasser aus- 
veschiittelt, um den Rest von Essigsiiure zu entfernen, und 
hierauf so lange mit sehr verdiinnter Natronlauge behandelt, 
bis diese nichts durch Siituren Fillbares mehr aufnimmt. 

Diesealkalischen Ausschiittelungen zeigen im durchfallenden 
Licht gelbrote Fiirbung, im auffallenden eine griinliche Fluoreszenz. 
Zusatz von Volumen konzentrierter Steinsalzlésung oder kon- 
zentrierter Natronlauge fallt daraus das alkohollOsliche Na-Salz 
einer organischen Siiure, weshalb bei den Ausschiittelungen nur 
<ehr verdiinnte Na-Lauge zu verwenden ist, wenn Fiillungen ver- 
mieden werden sollen. Mit verdiinnter Schwefel- odes Salz- 
siiure fillt aus den alkalischen Ausschiittelungen die freie, in 
Wasser unlodsliche organische Siture aus, die, in konzentrierter 
schwefelsiure gelést, keine Fluoreszenz zeigt. 

Hingegen zeict der Riickstand der abdestillierten ditherischen 
Losung diese Kigenschaft in hohem Mabe: eine Spur davon, in 
kalter konzentrierter Schwefelsiiure gelést, verleiht dieser 
orangerote Fiirbung im durchfallenden und prachtvolle griin- 
liche Fluoreszenz im auffallenden Lichte. Der gesuchte Korper 
ist demnach in der ausgeschiittelten jitherischen Losung ent- 
halten. Da er in keiner Weise zum Kristallisieren zu bringen 
war, mufte in anderer Weise eine Reinigung versucht werden. 
Durch Abkiihlen seiner heifen, verdiinnt-alkoholischen Losung 
schied sich ein Teil aus, und durch Zusatz von Wasser zur 
abgegossenen Losung, Erwiirmen bis zum Eintritt der Losung 
des Ausgeschiedenen, Abkiihlen und 6ftere Wiederholung dieses 
Vorganges konnten mehrere Fraktionen erhalten werden, von 
cenen die erste bei 150—160° schmolz, die iibrigen hingegen 
zwischen und 100°, 
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Um die in Alkohol leicht léslichen Fraktionen in eine 
Form zu bringen, in der sie leicht getrocknet und analysier 
werden konnen, wurde jede in Alkohol gelést und durch Ein- 
giefen in viel Wasser wieder ausgeschieden. Diese Ausschei- 
dungen sind immer kolloid und gehen milchig durch das Filter: 
erst nach Zusatz von etwas SteinsalzlOsung gelingt es, eine 
flockige Fallung zu erhalten, welche abgesaugt, vollends mit 
Wasser gewaschen und im Vacuum getrocknet werden kann. 
Die drei letzten, in Alkohol am Jeichtesten léslichen Fraktionen 
zeigten danach folgende Zusammensetzung: 

82,51 °/o 83,6395 C 
8,55 8.74°/0 H 

Die in Alkohol am schwersten lésliche 1. Fraktion erwies 
sich als in Petroliither véllig unléslich und zeigte, in konzen- 
trierter Schwefelsiure gelost, einen auffallenden  briiuniichen. 
nicht roten, Farbenton, wiihrend die tibrigen Fraktionen die 
typische Schwefelsiiurereaktion zeigten und sich als) zum_ bei 
weitem groften Teile in Petrolither l6slich erwiesen. Eine 
weitere Reinigung konnte daher so durchgefiihrt werden, dat 
sowohl die besprechenen Fraktionen, als auch bei spiiteren 
Darstellungen der Riickstand der iitherischen Losung in wenig 
Alkohol gelost, im Scheidetrichter mit Petroliither (Siede- 
punkt 80—50°) versetzt und wiederholt mit viel Wasser aus- 
geschiittell wurde. Dabei schieden sich die in Alkohol schwer 
und in Petroliither unléslichen Beimengungen ab, und der dic 
typische Schwefelsiiurefluoreszenzreaktion bedingende Korper 
blieb allein im Petroliither Losung. Der Riickstand nach 
dem Abdestilieren des Petroliithers wurde wieder in Alkoho! 
gelist, in Wasser gegossen, durch Zusatz von Steinsalzidsung 
ausgeflockt, abgesaugt, gewaschen und tiber Schwefelsiiure und 
Paraflin getrocknet und im automatischen Verbrennungsofen 
verbrannt. 


1. 0.1630 ¢ Substanz lieferten 0.1260 ¢ H,O und 0,5170 ¢ CO, 
2. O1407 » > 0,1132 » » > » 

3. O1578 >» > 0.1227 >» » » » 

t. OAS3B2 » > Q.1407 >» » >» 0.5792 » » 
d. > O.1264 » > O,D050 » 


G6. 0.1653 QO.1282 >» » O,d204 » 
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In 100 Teilen: 


2. 3. 4, 6. 
8&6,50 86.37 86,27 86,23 86.43 
H 8.65 8.63 8.69 8.99 S.S6 
Berechnet fiir 
C,,H,,0: 
C 86,69 o 86,46 
H 8492/0 8,52 %/o 


Die gefundenen Zahlen lassen den Schluf ziehen, dab diese 
Priiparate ihrer Hauptmenge nach als einheitlich anzusehen 
sind, und dab ihnen die wahrscheinliche Formel C,,H,,0 zu- 
kommt. Neben dieser kiime auch die Formel C,,H,,0 in Betracht. 

Zugunsten der einfachen Formel entscheiden zwei Mole- 
kulargewichtsbestimmungen, von denen die eine nach dem 
kryoskopischen Verfahren mit Benzol als Losungsmittel, die 
andere nach dem ebullioskopischen Verfahren mit Ather als 
Losungsmittel ausgefiihrt wurden. 


Benzol. G. = 9,95 g 
Substanzmenge 100-¢+K 
0.207 0.283 367 
0354 0.488 309 
Ather. G. = 8,70 g 
Substanzmenge 100+ ¢ °K 
0,120 0,080 
0,306 0.192 373 


Fiir die Formal C,,H,,0 ergibt die Rechnung ein Molekular- 
gewicht von 332. 

Dieser Korper, den ich aus Griinden, die spiiter angefiihrt 
werden sollen, Dehydrocholon nennen will, zeigt folgende Eigen- 
schaften: Er ist leicht léslich in Alkohol, Ather, Benzol, Chloro- 
form, Petroliither, Eisessig; unléslich hingegen in Wasser, Al- 
kalien und verdiinnten Mineralsiiuren. Im Kapillarrohr erhitzt, 
schmilzt er zwischen 90 und 100° zu einem braunen, durch- 
sichtigen Tropfen zusammen. Seine alkoholische Losung ist bei 
niedrigen _Konzentrationsgraden strohgelb, und spektroskopiseh 
zeigen solche Losungen eine allmahliche des vio- 
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letten Endes des Spektrums schon von der Linie B angefangen, 
besonders deutheh ist die Verdunkelung von der Linie G an. 

verdiinnte Losungen dieses Kérpers in konzentrierter 
Schwetelsdure erscheinen durchfallenden Lichte gelblich- 
rotheh, und im auffallenden Lichte zeigen sie die schon mehr- 
fach erwiihnte prachtvolle griinliche Fluoreszenz. Vor dem 
Spalte des Spektroskopes untersucht, zeigen solche LOsungen 
einen schmalen Absorptionsstreifen tiber der Linie D und eine 
deuthiche Verdunkelung des violetten Endes des Spektrums von 
der Linie F angefangen: etwas konzentriertere Losungen  er- 
scheinen im durchfallenden Lichte deutlich rot und lassen, wie 
die spektroskopische Untersuchung zeigt, zu beiden Seiten des tief- 
dunklen Absorptionsstreifens bei D nur einerseits rotes, anderer- 
seits etwas griines Licht durch. Noch konzentriertere Losungen 
lassen tiberhaupt nur noch sichtbares rotes Licht durch. 

honzentrierte Salpetersiiure wirkt schon in der Kiilte, noch 
besser in der Wiirme oxydierend auf den Korper ein.  Dabe 
geht das Reaktionsprodukt in Losung und labt sich durch Zusatz 
von Wasser als hellgelbe, stickstoffhaltige Séure ausfiillen. Die 
bisherigen Bestimmungen von Wohlenstoff, Wasserstoff, Stick- 
stoff und Karboxyl, sowie die Ausbeute, weisen auf eine Dinitro- 
dikarbonsiiture hin. Durch Emwirkung von Ketonreagentien aut 
Dehydrocholon ist es mir bisher nicht gelungen, zu fabbaren 
Reaktionsprodukten zu kommen. 

Vergleicht man die wahrscheinliche Formel dieses fluores- 
zierenden Korpers C,,H,,0 mit der Formel des Grundkohlen- 
wasserstoffs!) der Cholalsiiure C,,H,,, aus welcher er unter 
Kinwirkung von Schwefelsiiure entstanden ist, so ergibt sich 
unter der Annahme, dab das einzige Sauerstoffatom des Dehydro- 
cholons einer Ketongruppe angehort, ein Mindergehalt von 12 
Wasserstoffatomen, und man gelangt unter Beriicksichtigung des 
Umstandes, dab bei der in Rede stehenden Reaktion die Schwetel- 
siiure als Oxydationsmittel gewirkt hat, und dai dabei ein nitrier- 
barer Korper entstanden ist, zu der Vermutung, da hierbe: 
eine hydrierte cyklische Verbindung, die Cholalsiure, in eine 


' Landsteiner, Uber Cholsiiure, Diese Zeitschrift, Bd. XIX, 


S. 2835 (1894). 
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dehydrierte cyklische Verbindung, Dehydrocholon, tibergegangen 
ist. dhnlich wie hydroaromatische Verbindungen unter Verlust 
yon Wasserstoffatomen in aromatische tbergehen, 

Wenn aber diese Anschauung zutrifft, so miissen bei 
dieser Reaktion einfache, wenn auch ringformige Kohlenstoff- 
bindungen in benzolartige Kohlenstoffbindungen tibergegangen 
sein, die sich in optischer Beziehung ebenso wie doppelte oder 
Athvlenbindungen zu erkennen geben, und die Molekular- 
refraktion und die Molekulardispersion miibten dann grofere 
Werte dehydrierten Korper aufweisen, als sie die Be- 
rechnung der Summe der Atomdispersionen unter der Voraus- 
<eizung nur einfacher Kohlenstoffbindungen ergibt. 

Solche Bestimmungen wurden von mir im Institut ftir 
physikalische Chemie zu Leipzig an alkoholischen Losungen 
mit dem neuen Pulfrichschen Refraktometer bet Natrium- und 
Wasserstofflicht ausgefiihrt. Um ein vergleichbares Versuchs- 
material zu erhalten, bestimmte ich in zwei Versuchen die 
Molekularrefraktion und -dispersion der Cholalsiure, und in 
drei weiteren Versuchen die Molekularrefraktion des Dehydro- 
cholons: die Dispersion dieses KOrpers konnte wegen der Licht- 
absorption seiner Losung violetten Ende des Spektrums 
nicht mit Sicherheit bestimmt werden. 

Jeder Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Ge- 
wogene Mengen der getrockneten Substanz wurden in gewogenen 
Mengen starken Alkohols) gelést, und die Dichte der Loésung 
sowohl, als auch die des verwendeten Alkohols bei 20° im 
Ostwaldschen Pyknometer bestimmt. Sofort daraul erfolgte 
die Bestimmung des Brechungsexponenten dieser LOsung und 
dieses Alkohols fiir die drei Lichtarten Ha, D und Hy, und 
zwar entweder in zwei Versuchen bei einer Temperatur von 
20°", oder nach der optischen Differenzialmethode im geteilten 
Trog gleichzeitig. 

Aus diesen Bestimmungen wurde dann nach der Mischungs- 
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und p den Prozentgehalt der Loésung bedeutet, der Wert von 
K, fiir den gelosten Stoff berechnet. Der groferen Genauig- 
keit wegen erfolgte die Berechnung der Ausdriicke 
mit Beniitzung von Vegas 7stelligen Logarithmentafeln.!) 
Cholalsiiure, kristallalkoholfrei. 
1. Versuch. 


Alkohol d,, == 0,795843 Lisung d,, =0,79998, = 1.51207 
Ha 60° 564 n = 1.36013 60° 35‘ n = 1,36206 
D 61° 1.36198 61° 18% 136395 
Hy 65° 31’ 1.36953 65° 64 1.87152 


2. Versuch. 


Alkohol d,, = 0,796229 Lésung d,, =0,80146, p°o = 1.84198 
Ha 60° 50% n = 1,36068 60° 23’ n = 1,36315 
D 61° 34! 1.36252 61° O64 1.36503 
Hy 66° 23° 137015 64° 52/ 1,37267 


Molekularretraktion der Cholalsiiure. 


M n?'—i1 1 Berechnet fiir die Formel C,,H,,0. 
~ mt? d unter der Voraussetzung nur ein- 
berechnet aus dem facher Kohlenstoffbindungen aus 
1. Versuch 2. Versuch der Summe der Atomrefraktionen 
Ha 110.36 110.83 109,23 
D 111,67 110.43 
Hy 113,14 112,98 111.76 
Molekulardispersion der Cholalsiiure 
Ha: 2,78 D: 2,15 Hy: 2,53 
Dehydrocholon. 
1. Versuch. 
Alkohol == 0,795843 Lésung d,, = 0,807239, p?/o = 4,7657s 
Ha 60° 564 n = 1.36013 59° 25’ n = 1,36851 
D 61° 40° 1.36198 G09 1,37067 
2. Versuch. 
Alkohol d,, == 0.795843 Lisung d,, == 0,799655, p°/o = 1,61653 
Ha 60° 56’ n = 1.36013 60° 27° n = 1,36278 
i) 61° 40% 156198 61° 10° 1.36467 


‘)} Uber die Einzelheiten des Verfahrens und der Berechnun: 
siehe: Nernst, Theoretische Chemie, 3. Aufl. 1900, S. 107 und 300: 
ferner Briihl, Zeitschrift f. physikal. Chem., Bd. VI, 5. 140 (1891). 
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3. Versuch. 


Alkohol d,, = 0,796026 Lésung d,, = 0.810562, p°/o = 5,93167 
Ha 60° n = 1.36050 58° 594 = 1.37094 
D 61° 36/ 1.36234 59° 384 1.57307 


Molekularrefraktion des Dehydrocholons. 


M- ve a) Berechnet fiir die Formel C,,H,,O 

n?+2 d aus der Summe der Atomrefrak- 

berechnet aus dem tionen unter der Voraussetzung nur 

|. Versuch 2. Versuch 3. Versuch einfacher Kohlenstoffbindungen: 
Hu 104.59 102 44 103,89 89.97 
D 106.40 103,23 105,23 91,74 

n?— | b) Berechnet fiir die Formel C,,H,,O 

aus der Summe der Atomrefrak- 

berechnet aus dem tionen unter der Voraussetzung nur 

|.Versuch 2.Versuch 3. Versuch einfacher Kohlenstoffbindungen: 
Ha 100,05 98 At 99 82 &6,50 
D 102,24 99,19 101,12 88,19 


Der Vergleich der theoretisch unter der Voraussetzung nur 
einfacher Kohlenstoffbindungen aus der Summe der Atomrefrak- 
uonen fiir die Cholalsiiure berechneten Werte mit den aus 
den direkten Bestimmungen abgeleiteten ergibt eine grobe Uber- 
eistimmung: die geringen Abweichungen der gefundenen Werte 
von den berechneten erreichen in keinem Falle den Wert der 
Refraktion einer Athylenbindung. Diese Ubereinstimmung. ist 
um so befriedigender, als wegen der geringen Léslichkeit ganz 
reiner Cholalsiiure nur sehr verdiinnte L6sungen verwendet 
werden konnten, und demgemiifi auch schon kleine Beobachtungs- 
fehler infolgée der Anwendung der Mischungsregel das Resultat 
bedeutend beeinflubt hétten. 

In demselben Sinne stimmen auch die Werte fiir die 
Molekulardispersion iiberein, so dafi man sagen kann: Die 
bestimmungen der Molekularrefraktion und -disper- 
sion geben keinen Anhaltspunkt fiir die Annahme 
doppelter oder benzolartiger Kohlenstoffbindungen 
in der Cholalsiure. 

Dem gegeniiber verhilt sich das Dehydrocholon wesent- 
ich anders: In allen drei Versuchen sind die fiir die Molekular- 
refraktion gefundenen Werte viel gréber, als die aus der Summe 
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der Atomrefraktionen unter der Voraussetzung nur einfacher 
Kohlenstoffbindungen berechneten, und trotz der Schwankungen. 
die diese Refraktionsiiberschiisse in den einzelnen Versuchen 
aufweisen, sind sie durchwegs so betriichtlich, dab sie nur durch 
die Annahme von doppelten oder diesen optisch ganz 
gleichwertigenbenzolartigen Bindungenerklirt werden 
kOnnen. Diese Refraktionstiberschiisse erreichen den Wert 
von mindestens sechs derartigen Doppeibindungen. 

Zu ganz gleichsinnigen Ergebnissen, d. h. zu Ubersehiissen 
der beobachteten iiber die berechneten Werte gelangt man 
ebenfalls, wenn man von der Aufstellung einer Formel vollends 
absieht und die Berechnungen lediglich auf Grund des aus den 
Analysen sich ergebenden Verhiltnisses von C:H:O und au 
Grund des direkt bestimmten Molekulargewichtes durchfiihrt, 
Ferner mu noch bemerkt werden, dab auch in dem Faille, al- 
das Dehydrocholon trotz der iibereinstimmenden Analysenzahlen 
nicht der Hauptmenge nach einheitlich, sondern ein Gemenge 
von Korpern gleicher LOslichkeit sein sollte, das Vorhandensein 
von Refraktionstiberschiissen tur die Bestandteile des Gemenge- 
angenommen werden muh, weil die Refraktion eine additive 
Kigenschaft der Atome ist. 

Gegen eine Erkliirung dieser Refraktionsiiberschiisse durch 
Kohlenstoffringe, die lediglich erst sekundiir unter dem Einflusse 
der Schwefelsiiure zustande gekommen sein sollten, sprechet 
einige andere Beobachtungen, die ich vorlaufig nur kurz anfiihren 
will. Es gelingt auch auf dem Wege anderer Reaktionen, die 
ebenfalls zur Dehydrierung hydroaromatischer Verbindungen in 
Verwendung stehen, von der Cholalsiiture zu Korpern zu kommen. 
die sich ebenso durch einen bedeutenden Mindergehalt an Wasser- 
stoffatomen und durch die Eigenschaft auszeichnen, unter der 
Kinwirkung kochender konzentrierter Salpetersiiure gelb gefarbte. 
nitrierte Siuren zu liefern. 

So erhiilt man durch Kochen von Cholalsiiure in Eisessig 
mit weehselnden Mengen von Jod und nachtriigliche Reduktion 
mit Zinkstaub je nach der Menge des angewandten Jods ver- 
schiedene halogenfreie Dehydrierungsprodukte, die teils noch 
den Charakter von Siiuren an sich tragen, teils indifferente 
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Kérper sind. Durch Einwirkung von trockenem Brom auf trockene 
Cholalsiiure konnte ich vor einiger Zeit im Vereine mit Herrn 
Prof. Hugo Schroétter ein bromhaltiges Dehydrierungsprodukt 
erhalten, dessen Zusammensetzung annihrend durch die Forme! 
C,,H,)Br, gekennzeichnet ist, und aus dem unter der Einwirkung 
yon Reduktionsmitteln wohl bromiirmere, aber keine halogen- 
freien Produkte erhalten werden konnten. 

Ferner gelangt man nach dem Verfahren von Vester- 
berg,!) welehes zur Gewinnung von Reten aus Abietinsiiure 
cefiihrt hat, durch Zusammenschmelzen von Schwefel mit 
Cholalsiiure, wobei Schwefelwasserstolf entweicht, ebenfalls zu 
einer dehydrierten, nitrierbaren Saure. 

Beriicksichtigt man alle die angefiihrten Tatsachen, sowie 
auch den Umstand, dafi die Cholalsiiure selbst) weder direkt 
nitrierbar ist, noch bisher bei der Oxydation fabbare aromatische 
Produkte gelefert hat, und das gesamte, bis heute bekannte 
Verhalten der Chlorsiiure, so ergibt sich als) wahrscheinliche 
Erklirung dafiir die Anschauung, dab die Cholalsiiture den 
hydrierten carbocyklischen Verbindungen angehort. 


ei dieser Gelegenheit teile ich auch noch die Ergebnisse 
zweier Versuche mit, die die Ermittelung der in physiologischer 
Bezichung kennenswerten Verbrennungswiirme der Cholalsiiure 
zum Zwecke hatten. 

Die Bestimmungen wurden in der kalorimetrischen Bombe 
durch Verbrennung in reinem Sauerstoff bei konstantem Volumen 
und einem Druck von 25 Atmosphiiren ausgefithrt, nachdem 
der Wasserwert des gesamten Apparates, durch Verbrennung 
von Naphtalin und Phthalsiureanhvdrid aufs sorgfiiltigste be- 
stimmt, zunahezu vollig ibereinstimmenden Werten gefiihrt hatte. 

Danach ergab sich fiir die Verbrennungswiirme von 1 ¢ 
reiner, kristallalkoholfreier Cholalsiiure in 

Versuch 1: 8105 cal. = 33,903 J = 33,903 10° Erg = 34,574 mkg 
> 2: 8101 » = 33,887 J = 3388710 >» = 34561 > 

Mittel: 8103 cal. = 33,900 J — 33,900 > 10° Erg = 34,567 mkg 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, 5S. 4200 (1903). 
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Studien iiber den Blutfarbstoff. 
V. vorliufige Mitteilung. 
Von 
H. Goldmann, J. Hetper und L. Marchlewski. ') 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1905.) 


Hiimopyrrol ist bekanntlich nach Nencki und Zaleski?) 
eine Ansicht, die zuerst auch von 
Kiister3) und seinen Mitarbeitern geteilt, spiiter aber von 
ihm in Frage gestellt wurde.4) Buraezewski und March- 
lewski®) versuchten das Problem durch synthetische Versuche 
zu fordern., Sie reduzierten das nach der Michael-Tissotschen 
Methode leicht darstellbare Methylpropyl-Maleinsiiureimid und 
erhiclten eine geringe Menge eimer Substanz, die viele Eigen- 
schaften des Hiimopyrrols zeigte: unter anderen gab dasselbe 
hei der freiwilligen Oxydation unter dem Einfluf der Luft einen 
Farbstoff, der grofe Ahnlichkeit mit Urobilin besaB. Diese Ex- 
perimente besaben aber vorliufig nur einen qualitativen Charakter 
und waren daher nicht geeignet, das Problem der Konstitution 
des Hiimopyrrols abzuschlieben. Anbetracht dieses Sach- 
verhaltes besitzen wir eigentlich fiir die Ansicht, dai Hiémo- 
pyrrol wirklich ein Pyrrolhomolog ist, nur zwei folgende, durch- 
aus nicht gewichtige Stiitzen: nimlich die empirische Forme! 
und die Tatsache, dai Hiimopyrrol einen Fichtenspan rot fiirbt. 
Daran reihte sich dann die Entdeckung, dafi Himopyrrol mit 
Diazoniumverbindungen leicht reagiert, worauf Marchlewski 


', Mitgeteilt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau in der 
sitzung vom 9% Mai 1906. 
2) Bulletin intern. de Acad. des Se. de Cracovie, 1901, S. 217. 
Ber., Bd. XXXV; 2948 (1902). 
‘) Ber., Bd. XXXVII, S. 2470 (1904), 
Bull. intern. de Acad. des Se. de Cracovie, 1904, S. 397. 
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mit Goldmann!) zuerst hingewiesen haben. Seitdem waren 
wir in der Lage, groBere Mengen von Hiimopyrrol in Arbeit zu 
nehmen, und die dabei erhaltenen Resultate sollen jetzt mit- 
geteilt werden. 

Die Entdeckung, dai Pyrrol und einige seiner Homologen 
mit Diazoniumverbindungen reagieren, verdanken wir Fischer 
und Hepp.?) Die Genannten fanden, dafi Pyrrol in sauren 
Losungen Monoazofarbstoffe, in alkalischen hingegen, bei An- 
wesenheit zweier Molekiile der Diazoniumverbindung, Disazo- 
farbstoffe liefert. Sie tiberzeugten sich auch, dai das Diazonium- 
radikal mit gleicher Leichtigkeit a- wie B-Wasserstoffatome des 
Pyrrols substituieren kann, und es war daher héchst wahrschein- 
lich, dab Hiimopyrrol ebenfalls leicht Azofarbstoffe liefern wird. 
Diese Vermutung hat sich auch bekanntlich bestiitigt, nur zeigte 
es sich, dab die Reaktion weit komplizierter ist, als vorher an- 
genommen wurde, nimlich unter den gewahiten Versuchs- 
hbedingungen drei verschiedene Korper gebildet werden, von 
denen bis jetzt jedoch nur der in groOberen Mengen und der 
bestiindigere quantitativ untersucht werden konnte. 


Hiimopyrrol und Benzoldiazoniumehlorid. 


Hiimopyrrol wurde nach der iiblichen Nencki-Zales- 
kischen Methode durch Reduktion von Haémin mit Jodwasserstoff- 
siiure in essigsaurer LOsung be: Anwesenheit von Jodphosphonium 
dargestellt. Fiir jedes Experiment wurden 5 ¢g Hiamin, 100 g 
Jodwasserstoffsiiure, 100 ¢ Eisessig und ca. 8 g Jodphosphonium 
angewandt. Nach vollendeter Reduktion wurde der grofte Teil 
der Séuren neutralisiert und das gebildete Hamopyrrol mit 
Wasserdiimpfen im Kohlensiiurestrom abdestiiliert. Sobald eine 
Probe des Destillates keine Reaktion mit HgCl, mehr gab, 
wurde das ganze Destillat mit Ather ausgeschiittelt und in dieser 
Weise das Hiimopyrrol in Ather gelést. Nach Ablassung der 
wiisserigen Schicht wurde die atherische Losung sofort mit 
einer Loésung von Benzoldiazoniumchlorid —durchgeschiittelt. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLUI, S. 415 (1905). 
*) Ber., Bd. XIX, S. 2201. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 12 
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Letztere enthielt ein Molekiil freier Salzséure und wurde aus 
5O cem 3/5-normalsalzsaurem Anilin auf tbliche Art dargestellt, 
Der Ather nahm dabei sofort eine rotbraune Farbe an, die 
nach und nach an Intensitéat zunahm und schhieblich violett- 
braun erschien. Nach dem Abgieben der atherischen Schicht 
bildeten sich bald am Boden des Gefiibes gelbliche Nadeln, dic 
aber nach liingerem Stehen der Fliissigkeit braunen Nadelchen 
Platz machten. Letztere wurden abfiltriert und sodann aut 
foleende Art umkristallisiert. Zuniichst lOste man sie in siedendem 
Alkohol und setzte dann etwas mit Chlorwasserstolf gesittigten 
Ather hinzu und schlieBlich ca. Volumen Ather im Ver- 
hiltnis zum Alkohol. Sehr bald schieden sich schodne braune, 
gliinzende Niidelchen eines Chlorhydrates ab. Der Schmelzpunkt 
derselben im nichtpulverisierten Zustande liegt, wie friiher an- 
gegeben, bei 241.5, 1m gepulverten bei 233°. Wie die unten 
angefiihrten Analysen beweisen, liegt hier das Chlorhydrat des 
Hiimopyrrol-disazodibenzols vor. 


1. a) 0.1224 ¢ Substanz gaben 0,0789 g H,O und 0.2908 g CO, 
b) OL475 » > > 00879 > > » OB308> » 
a) OL065 » > » » >» 0.2566 > » 
b) OL162 » > > 18,6 ccm N bei t = 15°, b = 738 mm 
3. O18L » > > 19935 >» » » t= 21°, b= 740 
a) OL417 » > >» 00879 H,O und 0.3414 ¢ CO, 
b) » » » N bei t = 13°, p = 746 mm 
5. a) O,LO83 » > 75 >» » » t= 16°, p= 746 
b) OLLOL » >» »  0,0723 g H,0 und 0,2650 g CO, 
6. a) O1925 » > »  0,0688 » AgCl 
b) » > >» 21.6 ccm N bei t = 17°, p = 742 mm 
c) 0.1027 > > >  0,0659 g HO und 0,2453 CO, 


Die Analvsen beziehen sich auf sechs verschiedene Darstellungen. 


1. 2. 3. 4, 6. 
a) | b) J a) | b) a) | b) | a) | b) J a) | b) | ec) 
| | 
C 164,79 64,.86165,71, — | — [65,70 — 1 — 6564 —  — 64% 
H | 7,17) 6,62] 689) 689) —| —| 7,29) —| — | 7,22 
N — — — ,18,20]18,16) — 18,74]18,49 — | — 18,76 — 
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Gefunden Berechnet 
im Mittel: fiir C,,H,.N,Cl fiir C,,H,,N,Cl 
63,27 65,235 ° 63.75% 
7.0L °% 6.03" 0 
N 18.47 ° 19.08" o 15.9-4°/o 
C] 8.83 9.64 °/0 13,48 °/o 


94,58 100,008 100.00" 


Wie ersichtlich, stimmen die gefundenen Werte ziemlich 
gut auf die Formel des Hamopyrrol-disazodibenzols, nicht aber 
die des Hamopyrrol-monoazobenzols. Der zu hoch ausgefallene 
Wasserstoffwert ist wahrscheinlich durch eine ungeniigende 
Absorption der Chlordémpfe zu_erkliiren. 

kristallistert in 
wohlausgebildeten braunen Rhomboiden, die denen des Himins 
iihneln. Sie besitzen schwachen Metallglanz, wie die meisten 
Azofarbstoffe. In siedendem Alkohol Jésen sie sich leicht 
mit rotvioletter Farbe, die der von Permanganatlosungen 
sehr iihnelt. In Ather, Benzol und Chloroform lisen sie sich 
nur sehr schwer. Eisessig lost sie mit Leichtigkeit; die Farbe 
der entstehenden Lésung ist blauer als der alkoholischen. In 
konzentrierter Schwefelsiiure lést sich der Disazofarbstoff mit 
blauvioletter Farbe auf, die jedoch alsbald réter wird und den 
alkoholischen Lésungen gleicht. Kaliumhydrat, zu der alkoho- 
lischen Losung des Korpers zugesetzt, verursacht einen deut- 
lichen Farbenumschlag; die Fiirbung ist jetzt mehr rot, der der 
OxyhimoglobinlOsungen analog. Wird die alkoholisch-alkalische 
Losung mit Wasser versetzt, so bildet sich ein feiner Nieder- 
schlag und wird nun die Suspension mit Ather ausgeschiittelt, 
so geht der Farbstoff in diesen mit priichtig roter Farbe iiber. 
Nach dem Abdestillieren des Athers hinterbleibt eine gliinzende 
rote Masse, die in allen organischen Loésungsmitteln auberst 
leicht loslich ist. Aus verdiinntem Alkohol kann man den freien 
Azofarbstolf kristallisieren. Seine iitherische Lésung mit ver- 
diinnter Salzsiure geschiittelt gibt sofort eine kristallinische 
Abscheidung des Chlorhydrates. Quantitativ konnten wir den 
freien Farbstoff Mangels an Material wegen noch nicht unter- 
suchen. 
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Was die Konstitution des freien Azofarbstoffes anbelangt, 
so kann man dieselbe wie folgt ausdriicken : 
Gf 


NH 
wobei man aber immer darauf bedacht sein muB, es noch 
nicht bewiesen ist, dab Himopyrrol Methyl-propylpyrrol und 
nicht ein anderes Homolog des Pyrrols ist. Ebensowenig ist es 
bewiesen, dal beide Akylgruppen (wenn wirklich zwei derselben 
anzunehmen sind) in der B-Stellung vorhanden sind. Die Leich- 
tigkeit, mit der Hiimopyrrol einen Disazofarbstoff liefert, ist jedoch 
sehr bezeichnend, vielleicht steht dieselbe in einem Zusammen- 
hang mit der Konstitution desselben und es wiire. sicherlich 
interessant, bekannte Pyrrolhomologe, mit zwei Akylgruppen, 
auf die Fiihigkeit, Disazofarbstoffe in saurer Losung zu_bilden, 
zu prufen. 

Hiimopvrrol-disazodibenzol wird durch Wasserstoff in 
statu. nascendi leicht reduziert: es entsteht eine bestindivge 
farblose Losung des Reduktionsproduktes. Eine nihere Unter- 
suchung derselben konnten wir leider nicht durchfithren, die 
uns zur Verfiigung stehende Materialmenge war hierfiir viel 
zu klein. 

Die spektroskopischen Eigenschaften dieses neuen Hiimo- 
pyrrolabkémmilings sind nicht besonders interessant. Der freie 
Disazofarbstolf, in organischen Solventien gelost, verursacht im 
Spektrum zwei Biinder, deren Lage durch folgende Wellen- 
lingen charakterisiert: ist: 

Band 1: 5d1 — — 532 
>» 2: h 517 —A— 495 

Das Hydrochlorid in Alkohol verursacht ein 
Band, welches nicht gut begrenzt ist und auf der Thalliumlinie 
zu liegen kommt. 

Im Ultraviolett verursacht weder der freie Farbstoff noch 
seine Salze charakteristische Biinder; nur eine sogenannte 
ziemlich starke Endabsorption ist zu bemerken, die sich aber 
auch bei weitgehender Verdiinnung in Binder nicht auflOsen 
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abt. Die Untersuchung dieser Verhiiltnisse geschah auf photo- 
sraphischem Wege, bei Anwendung von Ieeland-Spatt-Prisma 
and Quarzlinsen. 

Von Interesse ist, dab Hiaimopyrrol-disazodibenzol mit 
Salzen einiger Metalle salzartige Verbindungen bilden kann, was 
bis jetzt nur auf spektroskopischem Wege ausfindig gemacht 
wurde. Setzt man zu der alkoholischen LOosung des Hiimopyrrol- 
disazodibenzols eine LOsung von Zinkacetat in 50° /o igem Alkohol, 
so bemerkt man einen Farbenumschlag: die urspriingliche rot- 
violette Loésung wird ganz bedeutend blauer und sieht 
nun zwei Absorptionsbiinder, deren Lage etwa den folgenden 
Wellenliingen entspricht: 

1. XN —607 — 577; 2. A — — DBS. 

Analoge Verbindungen wurden bekanntlich auch von den 
drei bekannten Porphyrinen gebildet. Die Zinkverbindungen 
haben ganz andere Spektren als die alkalischen LOsungen dieser 
Substanzen und es erscheint daher der Schluf gerechtfertigt, 
dali die Konstitution dieser zwei Reihen von Metallverbin- 
dungen verschieden ist. Dieser SchlubB wird noch durch die 
Beobachtung erhiirtet, dab Dimethylhiimatoporphin, welches 
keine freien Hydroxylgruppen mehr enthélt, noch imstande ist, 
wohl charakteristische Verbindungen mit Zink oder Kupfersalzen 
zu bilden. Diese Verbindungen miissen in diesem Falle dank 
der Anwesenheit von Imidgruppen zustande kommen, und diese 
Annahme wird nun durch die oben erwiihnte Beobachtung am 
bekriiftigt. 

Die Kristalle mit dem Schmelzpunkt 253° sind, wie bereits 
eingangs erwiihnt, nicht das einzige Reaktionsprodukt, welches 
isoliert werden kann; ihrer Bildung geht die Entstehung gelber 
Kristalle voran, welche sehr wahrscheinlich den Monazofarbstoft 
vorstellen, welcher mit dem in Ather gelésten Benzoldiazonium- 
chlorid den Disazofarbstoff liefert. Wir bemerkten aber noch 
einen dritten, schOn kristallinischen Korper, der entweder ein 
Oxydationsprodukt des Hiimopyrrol-disazodibenzols ist, oder 
aber von einem anderen Pyrrolderivat herstammt, der neben 
dem eigentlichen Himopyrrol bei der Destillation des Reduk- 
tionsgemisches das Hiimin mit Wasserdiimpfen tibergeht. Man 
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gewinnt ihn aus den Mutterlaugen des Disazofarbstoffs, die eine 
geringe Menge eines priéchtigen, in Nadeln_ kristallisierenden 
Korpers  absetzen: dieselben erscheinen kupferrot, besitzen 
starken Metallglanz und losen sich iiuBerst schwer mit blauer 
Farbe in Alkohol, Ather oder Chloroform. Diese Schwerlislichkeit, 
aber trotzdem Abscheidung erst in den Mutterlaugen, scheint 
dafiir zu sprechen, dab die erstere oben angefiihrte Annahme 
hezuiglich der Natur dieses Korpers wahrscheinlich ist. 


Hiimopyrrol und Toluoldiazoniumchlorid. 


Hiimopvrrol-disazoditoluol wird in ganz analoger Weise 
erhalten wie die entsprechende Benzolverbindung. Auch in 
diesem Falle beobachteten wir die Bildung der vergiinglichen 
gelben Kristalle und die Entstehung geringer Mengen des kupfer- 
roten Korpers. Das Hydrochlorid, welches dunkelbraune, gliin- 
zende Nadeln vorstellt, schmilzt bei 254°. Seine Lésungen sind 
etwas blauer als die des Benzolderivates. Durch Alkalizusatz wird 
der freie, in organischen Solventien leicht lésliche Farbstolf 
gewonnen. Die Losung konzentrierter Schwefelsiure ist 
anfangs blau, wird aber mit der Zeit rotviolett. Die spektrosko- 
pischen Eigenschaften unterscheiden sich wenig von denen des 
oben besprochenen Benzolderivates. 

Analyse: 
0.1125 g Substanz gaben 17,8 ccm N bei t = 20°, p = 744 mm 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,C1: 
N = 17,72%o 17,69 Jo 

Es sei noch erwiihnt, dab 15 g Hiamin ca. 0,3 g des 

reinen Farbstoffchlorids liefern. 


Die Entdeckung der Azoverbindungen des Hamopyrrols 
wird die Identifizierung synthetischer Produkte, die als Hamo- 
pyrrol angesehen werden, sehr erleichtern. Der eine von uns 
wird mit J. Buraczewski prifen, wie sich das von ihnen 
durch Reduktion des Methyl-propyl-Maleinsiureimids erhaltene 
Pyrrolhomolog Diazoniumverbindungen gegeniiber verhalten wird. 


Krakau, im Mai 1905. 
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Zur Bestimmung der Glukuronsaure. 


Von 


Carl Neuberg. 


‘Der Redaktion zugegangen am 16, Mai 1905.) 


Unter dem gleichlautenden Titel kniipft im letzten Heft 
dieser Zeitschrift (5S. 388) Bb. Tollens einige Bemerkungen an 
eine frithere Mitteilung von mir und Neimann!) iiber dié 
«quantitative Bestimmung gepaarter Glukuronsiiuren». Tollens 
wendet sich gegen den Passus unserer Arbeit, da6 «die gepaarten 
Glukuronsiiuren bei der Salzsiiuredestillation wechselnde und 
durchaus nicht die theoretischen Mengen Furfurol geben». 

Unsere behauptung stiitzt sich auf die bisherigen An- 
gaben in der Litteratur. Moglicherweise werden die Furfurol- 
bestimmungen viel genauer durch Anwendung der vervoll- 
kommneten Methodik, die Tollens und seine Mitarbeiter in- 
zwischen fiir die Pentosen ausgearbeitet haben. Friiher war 
eefunden fiir: 


Glukuronsiureanhydrid 15,23—17,23°/o Furfurol 
Euxanthinsiure 616— 715°/o > 
Urochloralsaéiure 9, 90—10,30" o > 
Urobutylchloralsaures Kalium 8,74—10,27°/o 


Dem gegentiber haben wir die von der Theorie fiir Furfurol 
verlangten Werte berechnet: 


Glukuronsiureanhydrid 54,54 /o 
Euxanthinsiure 23,76" 
Urochloralsiiure 29,48 


Urobuiylchloraisaures Kalium 24,52°/o 
Diese Gegeniiberstellung zeigt, daf die Abweichungen von 
der Theorie zum Teil erheblich sind, wohl zu bedeutend, um 
die aus freiem Glukuronsiureanhydrid erhaltene Furfurolausbeute 
von 17,23°/0 als Grundlage fiir die vorgenommene Umrechnung 
zu wiihlen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 127 (1905). 
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Aber auch mit dieser Umrechnung bleibt z. B. der fiip 
Euxanthinsiiure mitgeteilte Wert von 35,7° Glukuronsiiure- 
lakton gegen die Theorie — der verlangte Wert 43,8 = 100 
gesetzt — um ca. 18,5°/o zuriick, wahrend die Zahl 59,6 fiir 
urobutylchloralsaures Kalium 152,7°/o der Theorie ergibt. 

Wir haben ausdriicklich die Genauigkeit unserer Zucker- 
siiuremethode nur fiir die physiologisch besonders  wichtige 
Phenolglukuronsiiure?) betont, und damit kommen wir zu dem 
Kardinalpunkt. 

Die Brauchbarkeit der Furfurolmethode fiir eine ange- 
niherte Bestimmung?) der in gepaarten Glukuronsauren ent- 
haltenen Menge Glukuronsiiure mag man ohne Einschriinkung 
zugeben, sie kann sich, wie Tollens selbst sagt, immer nur 
auf die im reinen Zustande abgeschiedenen gepaarten Glu- 
kuronséuren beziehen. Zur quantitativen Bestimmung der 
letzteren geniigt es aber, sie zu wagen, es bedarf dazu keiner 
Furfuroldestillation. Unsere Versuche sind, wie wir S. 131 aus- 
driicklich hervorheben, unternommen, um ein fiir die Harn- 
analyse brauchbares Verfahren auszuarbeiten oder fiir physio- 
logische Bedingungen, unter denen gepaarte Glukuronsiiuren 
neben Pentosanen und pentosehaltigen Nucleoproteiden  vor- 
kommen. Hier ist, wie Tollens selbst zugibt, seine Methode 
nicht anwendbar. 

Kine auch nur angeniihert quantitative I[solierung der 
gepaarten Glukuronséiuren in Substanz ist in der physiologischen 
Praxis unmoglich, hier bedarf man gerade eines von dieser 
Voraussetzung freien Verfahrens. Ein solches haben wir in 
in dem fiir die Pathologie wichtigsten Fall, bei der Phenol- 
glukuronsiiure, gefunden, 


') Auch bei Mentholglukuronsiure haben wir inzwischen ein 
befriedigendes Resultat erzielt. 

*) Fiir vergleichende Zwecke haben wir an anderer Stelle die 
Brauchbarkeit der bei den Pentosanen hundertfiiltig erprobten Tollens- 
schen Methode ausdriicklich auch fiir die Glukuronsiure zugegeben ; siche 
Neuberg und Neimann, Zeitschrift des Vereins der deutschen Zucker- 
industrie, Bd. LV, S. 423. 
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Uber die EiweiBverdauung im Magen. 
Von 


Ludwig Tobler. 


(Aus der Kinderklinik zu Heidelberg. Direktor: Prof. O. Vierordt.) 


Der Redaktion zugegangen am 20, Mai 1905.) 


Die Unzahl der Arbeiten, die sich um die experimentelle 
und klinische Pathologie der Magenfunktion bemiihen, fiihren 
uns die schwachen Fundamente, auf denen unentwegt weiter- 
gebaut wird, immer wieder vor Augen. Denn unser Wissen 
iiber die Physiologie der Verdauung ist noch voller Liicken. 
Wir kennen nachgerade eine ansehnliche Reihe von Dingen, 
die hierbei geschehen kénnen, unter Bedingungen, die wir zwar 
beliebig zu wahlen, aber kaum je physiologischem Geschehen 
gleichzugestalten vermdgen: was in Wirklichkeit vorgeht, 
schliefben wir blofi indirekt. Und es ist doch sehr wahrschein- 
lich, daB das Gesamtbild vom Verdauungsprozefh, das wir aus 
Detailkenntnissen iiber die motorische und sekretorische Funktion 
des Magens konstruieren, arge Mangel und Fehler aufweist, 
und eine noch so geringfiigige Bereicherung unseres Wissens 
liber die Physiologie der Verdauung ist hiufig imstande, eine 
Menge auf ungentigender Basis aufgebauter Arbeit hinfillig 
zu machen. 

Nahezu vollstiindig versagen unsere Kenntnisse, sowie nach 
quantitativen Begriffen gefragt wird. Speziell ist tiber das 
tatsiichliche Endergebnis der Magenarbeit so gut wie nichts 
Zuverliissiges bekannt. Vielleicht deshalb und ermutigt durch 
Mitteilungen der Chirurgen iiber giinstige funktionelle Resultate 
nach ausgedehnten Magenresektionen neigen wir eher dazu, die 
Wichtigkeit der Magenfunktion zu unterschitzen und das Organ 
vorwiegend als Nahrungsreservoir zu betrachten, das bei ent- 
sprechend geregelter Nahrungszufuhr oder eventuell durch Aus- 
weitung des niichstfolgenden Darmabschnittes leicht entbehrlich 
werde. Und doch kénnen wir uns kaum vorstellen, dal eine 
so komplizierte und eigenartige Organisation, als die wir den 
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Magen immer mehr kennen lernen, eine blob nebensiichliche 
Rolle im Haushalt des Organismus zu spielen berufen und ohne 
weiteres entbehrlich sei. 

Ich habe versucht, im Tierexperiment einige genauere 
Anschauungen tiber die mechanische und chemische Ge- 
samtarbeit des Magens zu gewinnen, unter Versuchsbedin- 
gungen, die der physiologischen Norm so nahe als immer mig- 
lich kommen sollten: dai wir von ideal zu fordernden Ver- 
suchshedingungen dabei noch immer eine ganze Strecke ent- 
fernt bleiben wiirden, war mir von vornherein klar. Es sind 
nur ganz verschwindend wenige Spezialfragen, die sich am 
vollstindig normalen Menschen oder Tier ohne jeden 
grOberen Eingriff untersuchen lassen, z. B. das Resorptions- 
vermogen fiir gewisse, im Harn oder Speichel nachweisbare 
Drogen oder die motorische Leistungsfahigkeit an Hand 
derselben Methode mit Stoffen, die erst nach ihrer Weiterbetforde- 
rung in den Darm zur Resorption und Ausscheidung gelangen. 
Diesen mit vielen Fehlerquellen behafteten Methoden  schlietit 
sich als letzte die Sahlische Desmoidreaktion?) an, die auf 
der ausschhieBblichen Fihigkeit des Magens, ungekochtes Binde- 
gewebe zu verdauen, beruht. Um einige wenige die Motilitiit 
betreffende Details hat uns auberdem das ROontgenverfahren 
bereichert (s. u.). 

Die grobe Mehrzahl der bisherigen Untersuchungen iiber 
Magenverdauung sind mit Hilfe der Schlundsonde = ge- 
wonnen worden. Kam fiir Untersuchungen am Menschen von 
vornherein kaum eine andere Methode in Betracht, er- 
schien auch fiir das Experiment am Tiere der Eingriff als der 
die physiologischen Vorgiinge am wenigsten beeintriichtigende. 
Allein auch diese Illusion haben neuere Ergebnisse der Physiologie 
zerstort und zugleich die Erkliirung fiir die von fast allen 
Autoren beklagte Unzuverliissigkeit und «Launenhaftigkeit» der 
schlundsondenresultate erbracht. 

Die auberordentlich schénen Untersuchungen von Griitz- 


Sahli. Uber Priifung des Magenchemismus unter natiirlichen 
Verhiltnissen usw. Korrespondenzblatt f. Schweizer. Arzte, Bd. XXXY, 
H. & 5S. 241 (1905). 
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ner,!) der an verschiedene Tierarten (Frosche, Ratten, Ka- 
ninchen, Hunde) verschiedenfarbiges Futter nacheinander ver- 
abreichte und den Mageninhalt auf Gefrierschnitten unter- 
suchte, haben gelehrt, dal! der breiige oder dickliche Magen- 
inhalt zu jeder Zeit der Verdauung, weit entfernt davon, ein 
homogenes Gemisch der verschiedenen Ingesta unter sich und 
mit den Verdauungssiften darzustellen, vielmehr in gesetzmiabiger 
und sehr wunderbarer Weise geschichtet ist und bleibt und nur 
der Mageninnenflache entlang dem Prozef der peptischen Ver- 
dauung unterliegt, wahrend im Inneren des Speisebreies derzeit 
die amylotische Verdauung durch den mitverschluckten Speichel 
fortscheitet, fiir die wir nach unseren bisherigen Vorstellungen 
immer eine durchaus ungentigend scheinende Zeit zur Verfiigung 
hatten. Nun kommt dazu die von Griitzner fiir den Frosch- 
und Rattenmagen nachgewiesene und fiir die hoheren Tier- 
gattungen und den Menschen schon von vornherein durch ana- 
tomische Befunde wahrscheinlich erscheinende Tatsache einer 
ganz verschiedenartigen sekretorischen und funktionellen Bedeu- 
tung der einzelnen Teilstiicke der Magenschleimhaut. Griitzner 
hilt dieselbe fiir so wesentlich, dal er sich bei der Zusammen- 
fassung seiner Ergebnisse dahin iiubert, es gehe streng ge- 
nommen in jedem Abschnitt des Magens etwas anderes 
vor, sowohl sekretorisch wie motorisch, und die Zu- 
sammensetzung des Inhalts sei nirgends gleich. Wenn 
dem so ist, so kann es nicht wundernehmen, dal die in diese 
wunderbare Ordnung hineinfahrende Sonde verschiedene und 
widersprechende Dinge zutage fordert. Ein mindestens ebenso 
gewichtiger Umstand kommt weiterhin dazu: die Untersuchungen 
von Hirsch,?) Moritz,*) v. Mering*) u. a. haben ergeben, 


', P. Griitzner, Beitrag zum Mechanismus der Magenverdauung. 
Archiv f. d. gesamte Physiologie (Pfliiger), Bd. CVI, S. 463 (1905). 

*) A. Hirsch, Beitrage zur motor. Funktion des Magens beim Hunde. 
Zentralblatt f. klin. Medizin, 1892, Nr, XLVII, S. 993. 

Moritz, Studien die motor. Titigkeit des Magens. Zeit- 
schrift f. Biologie, Bd. XLIL (1901); siehe auch: Verhandluugen d. Ge- 
sellschaft d. Naturforscher u. Arzte, Niirnberg 1893 und Wien 1894 und 
Miinchener med. Wochenschrift, 1895, Nr. XL. 

*) vy. Mering, Zur Funktion des Magens, XV. Kongref\ f. innere 
Medizin, Berlin 1897 und XXII. Kongref f. innere Medizin, Wiesbaden 1893. 
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dali nahezu gleichzeitig mit dem Beginn der Magenverdauung 
die Fortschaffung der Verdauungsprodukte einsetzt. Wir werden 
also durch die Schlundsonde kaum je tiber die Qualitiit der 
Kndprodukte, geschweige denn tiber ihre Quantit&t etwas 
aussugen lernen. 

Dieselben Bedenken werden gegen alle Ergebnisse laut, 
die an Menschen und Tieren mit Hilfe der Magenfistel 
gewonnen wurden, Aber es kommt als schwerwiegender Ein- 
wand dazu, dafi der durch eine Fistel geschidigte Magen 
keinesfalls mehr physiologische Zustinde reprisentieren kann, 
selbst dann nicht, wenn es gelingt, so operierte Hunde dauernd 
am Leben zu erhalten. Ich konnte an einem meiner Ver- 
suchshunde, der auber einer Duodenal- eine Magentistel trug 
und sich im iibrigen sehr gut hielt, nachweisen, dah insbe- 
sondere die Motilitiit des Magens doch wesentlich gelitten 
hatte. Ob die angelegte Fistel im eigentlichen Korper des 
Magens oder nahe am Pylorus gesetzt wurde, scheint mir 
gegeniiber unserem prinzipiellen Bedenken ziemlich irrelevant. 

Um das Entweichen von Verdauungsprodukten nach 
dem Darm zu verhindern, haben eine Anzahl Autoren von 
einer im Pylorusteil des Magens liegenden Fistel aus 
den Magen durch einen in den Anfangsteil des Duodenums 
vorgeschobenen und daselbst aufgebliihten Gummiballon gegen 
den Darm abgeschlossen. (v. Anrep,!) Brandl,?) Segall.*)) 
Dies gelingt leicht und vollstindig und dient recht gut zu 
Beobachtungen iiber die Resorptionsfaihigkeit des Magens: 
iiber seine Resorptionstiatigkeit unter physiologischen 
dingungen sagen sie nichts aus, und ebensowenig ist die 
Methode zu quantitativen Verdauungsversuchen zu verwerten, 
gerade deshalb weil die normale und fiir den weiteren Fort- 
gang des Verdauungsprozesses hochst bedeutsame Abfuhr der 
gebildeten Verdauungsprodukte nach dem Darm aufgehoben 


‘yy. Anrep, Archiv f. Anatom. u. Physiolog. (phys. Abteilung), 

*) Brandl, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XXIX, S. 277 (1892). 

*) Segall, Die Resorption des Zuckers im Magen. Inauguraldissert. 
Miinchen, 1888. 
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ist. Dasselbe mehr theoretische Interesse kommt aus dem- 
selben Grunde den Resorptions- und Verdauungsversuchen 
bei intaktem Magen, aber abgebundenem Pylorus zu 
(‘Tappeiner!) und Meade-Smith*)) und ebenso den Ver- 
dauungsversuchen von Zunz,3) der den Magen sowohl nach 
dem Darm wie an der Cardia abschlof und von unten her 
durch einen durchbohrten Pfropfen fiillte. 

Gar nicht beeintriichtigt wurde die Magentiitigkeit in 
anderen, von demselben Autor ausgefiihrten Versuchen iiber 
die Magenverdauung des Fleisches. Zunz#*) verfiitterte Fleisch 
an eine grOfere Anzahl Hunde, totete dieselben ver- 
schieden langer Verdauungszeit und untersuchte den Inhalt 
des post mortem abgebundenen Magens. Es ist klar, 
dafi auf diese Weise nur Beobachtungen tiber den Mageninhalt 
zu verschiedenen Zeiten der Verdauung ausgesagt werden 
konnen, nichts aber tiber das Endprodukt der Magenverdauung, 
das liangst den Magen verlassen hat und im Darm einem 
raschen weiteren Abbau oder der Resorption verfiillt. 

Die einzige Methode, die einerseits den Magen in seiner 
Funktion unbeeintriichtigt laiBt und gleichzeitig gestattet, das 
gesamte Endprodukt seiner Verdauungsarbeit zur Untersuchung 
zu gewinnen, ist offenbar die Anlegung einer hochsitzenden 
Duodenalfistel. Wir haben allerdings eine ganze Reihe von 
Bedingungen hinzuzufiigen, wenn die Methodik alle berechtigten 
Anforderungen erfiillen soll. Ich habe versucht, unter Beriick- 
sichtigung aller dieser im folgenden zu besprechenden Punkte 
mit einer moéglichst verbesserten Methode der Frage nach der 
Verdauungsarbeit des Magens niher zu treten. Die Anregung 
zur Bearbeitung dieses Themas verdanke ich Herrn Prof. 
Dr. O. Cohnheim, der mir bei meinen Untersuchungen in 


'’ Tappeiner, H., Uber Resorption im Magen. Zeitschrift f. Bio- 
logie, Bd. XVI, S. 497 (1880). 

*) Meade-Smith, Die Resorption des Zuckers u. Eiweifes im 
Magen. Archiv f. Anatom. u. Physiolog. (phys. Abteilung), 1884, S. 481. 

®) C. Zunz, Uber die Verdauung u. Resorption der Eiweifkérper 
im Magen ete. Beitrige zur chemischen Physiologie u. Pathologie, Bd. III, 
S. 339 (1903). 
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entgegenkommendster Weise mit Rat und Tat behilflich war 
und vor allem auch die Operation an den Versuchshunden aus- 
fiihrte, wotiir ich ihm an dieser Stelle bestens danke. 
Hirsch, v. Mering, Moritz, Pawlow!) u.a.m. haben an 
mit Duodenalfistel versehenen Hunden ein Fille interessanter Be- 
obachtungen iiber Menge und Beschaffenheit der austretenden 
Ingesta und den Mechanismus ihrer Entleerung gemacht. Der ana- 
tomische Bau des Hundes (der zu all diesen Versuchen benutzt 
wurde) ist in mancher Beziehung dem genannten Zwecke giinstig. 
Das lange und sehr kriiftig entwickelte Duodenum 1ibt sich ver- 
moge seines langen Mesenteriums ziemlich leicht der Bauchwand 
niihern. Allein es gelingt schwer, die Fistel dicht hinter dem 
Pylorus anzulegen: ein kleines Stiick Duodenum liegt auch hei 
starkem Heranholen, wenn man nicht Zerrungen und damit 
gestOrte Motilitéit in Kauf nehmen will, proximal von der 
geschaffenen Offnung. Wenn man eine Beeintriichtigung des 
Resultates durch Mitwirkung der Darmverdauung (speziell wegen 
der Frage der Resorption) ausschlieBen will, muh man sich 
vergewissern, dali dieses Duodenalsttick sehr klein (6—7 cm) 
ausgefallen ist. Dies ist auch aus einem anderen Grunde not- 
wendig: die Papille mit der Einmiindungsstelle des Gallen- und 
Pankreasganges liegt in der Regel sehr weit oben im Duodenum 
und kann leicht in das magenwirts von der Fistel gelegene 
Stiieck fallen. Eine Vermischung des sauren Mageninhalts mit 
den Sekreten der beiden Unterleibsdriisen konnte aber das Resultat 
sehr storend beeinflussen. SchlieBlich ist die Operations- 
methode von einschneidender Wichtigkeit. v. Mering konnte 
Hunde, denen er das Duodenum durchschnitt und die Enden 
in die Hautwunde einniihte, nur kurze Zeit am Leben erhalten. 
3—8 ‘Tage nach der Operation erkrankten sie an einem tetanie- 
artigen Symptomenkomplex und gingen zugrunde. Uber das 
Befinden seiner mit wandstindiger Fistel versehenen Tiere finde 
ich nichts Genaueres bemerkt; ebensowenig iiber die Art, wie 
die Fistel verschlossen wurde. Eine nach der von Mehringschen 
Methode gesetzte Fistel dauernd sicher zu schlieBen, diirfte 


' J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 
S. J. Bergmann, 
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schwer sein. Jedenfalls machte auch Schiile!) mit seinen 
Hunden dieselben schlechten Erfahrungen und konnte nur einen 
davon linger am Leben erhalten Alle diese Tiere kinnen nicht 
als verdauungsgesund und die Ergebnisse nicht als Norm gelten. 

Pawlow hat iihnliche pathologische Erscheinungen bei 
Hunden beobachtet, die grOfere Mengen Pankreassaft nach auben 
verloren, und hat diesen Umstand als Krankheits- und Todes- 
ursache nachgewiesen. Wie sich die Moritzschen Tiere, bei 
denen die Fistel mit einem Gummipelottenverband geschlossen 
war, verhielten, ist nicht extra erwihnt. Jedenfalls ist ein 
durchaus sicherer Verschlu6 der Fistel6ffnung nach auben fiir 
die Brauchbarkeit des Versuchstieres unbedingtes Erfordernis ; 
dies leistet in geradezu idealer Weise die Einheilung einer Metall- 
kaniile in den Darm nach dem Vorgang von Pawlow. Von 
hier aus abt sich auch sehr leicht das periphere Darmstiick 
durch einen Ballon sicher abschlieben. Ftir die gew6hnlichen 
Versuche, bei denen man lediglich beabsichtigt, die vom Magen 
ausgestobenen Massen quantitativ zu gewinnen, kann man des 
Ballons indessen entraten. Wenn man niimlich mit Hilfe eines 
Reflektors den Fistelgrund und sein Verhalten bet den einzelnen 
Entleerungen beobachtet, so sieht man, dali das Kaniilenende 
nicht in ein klaffendes Lumen hineinragt, sondern es legt sich 
infolge des intraabdominellen Druckes die gegeniiberliegende 
Darmwand pelotteniihnlich vor die Offnung und wird durch die 
einzelnen durchgeprebten Fltissigkeitsschiisse nur jeweilen am 
gastralwiirts gelegenen Kaniilenrande leicht abgehoben. Bei 
offener Kaniile ist gar keine Moglichkeit fiir ein Weitergelangen 
des Chymus ins distale Duodenalstiick vorhanden. 

Nachdem wir alle diese Bedingungen bei unseren ersten 
Versuchen beobachtet hatten, erwiesen sich weitere Abiinde- 
rungen der Technik als notwendig. 

Oppenheimer?) hatte schon 1889 darauf hingewiesen, 
dab die Entleerung des Magens eine Funktion des Darmes sein 

'y Schiile, Untersuchungen iiber Sekretion und Motilitét des nor- 
malen Magens. Zeitschrift f. klin. Medizin., Bd. XXVIII und XXIX. 

*) Z. Oppenheimer, Uber die motor. Verrichtungen d. Magens. 
Deutsche med. Wochenschrift 1889, Ne. VU. S. 125. 
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miisse. Hirsch!) und besonders v. Mering?®) haben in neuerer 
Zeit dieser Erkenntnis prazisere Form gegeben, und Pawlow 
erklirte das periodische Offnen und SchlieBen des Pylorus als 
auf einem vom Duodenum aus durch sauren oder fetthaltigen 
Chymus ausgelésten Chemoreflex. Dieselben Autoren haben 
schon darauf hingewiesen, dab die Entleerung des Magens sich 
anders und zwar rascher vollzieht, wenn der Mageninhalt 
durch die Duodenalfistel nach aufen gelangt, als wenn er bei 
geschlossener Fistel den Darmweg weitergeht. Auch mir fie] 
bei meinen ersten Vorversuchen gleich die Art und Raschheit 
der Entleerung des verfiitterten Fleisches auf, die mit manchem 
in Widerspruch stand. Sollten also physiologische Vorgiinge 
moglichst genau nachgeahmt werden, so durfte das Zustande- 
kommen der normalerweise vorhandenen Reflexe nicht aufge- 
hoben werden. Es mubfte also fiir einen regelmibigen Uber- 
tritt magenverdauter Chymusmassen in den Darm_ gesorgt 
werden. Diesen Erfordernissen wurde dadurch ent- 
sprochen, dah das gesamte Verdauungsprodukt eines 
zwei Tage zurickliegenden Vorversuchs portionen- 
weise nach Mabgabe der vom Magen entleerten Mengen 
in den abfiihrenden Duodenalschenkel eingespritzt 
wurde. 

Durch diese Methodik wird aber noch ein zweiter mog- 
licherweise wichtiger Umstand beriticksichtigt: nach neueren 
Untersuchungen sind die Magensaftsmengen, die zur Bewaltigung 
einer auch nur mittelgroben Mahlzeit verbraucht werden, er- 
staunlich grobe; Pfaundler*) berechnet sie beim Menschen 
fiir die gewohnliche Probemahlzeit auf 600 ccm. Bei unseren 
Versuchen wurden fiir 100 g Fleisch jeweilen 200--300 ccm 
Verdauungssekrete abgesondert. Der Organismus verausgabt 
damit betriichtliche Werte an Fliissigkeit und Mineralstoffen, ins- 
besondere an Salzsiiure. Es ist sehr wahrscheinlich, dal 


') A. Hirsch, Weitere Beitriige zur motor, Funktion des Magens etc. 
Zentralblatt f. klin. Medizin 1893, 5. 377. 

°) M. Pfaundler, Uber eine neue Methode zur klin. Funktions- 
prifung des Magens u. deren physiologische Ergebnisse. Deutsches Archiv 
f. klin. Medizin, Bd. LXV, S. 255 (1904). 


' 
a: 
a 
6 
: 
: 
ie 
: 
Nes 
| 
Agrees 
ae 
4 


Uber die Eiweifverdauung im Magen. 193 


wihrend einer Verdauungsperiode die in den Darm ergossene 
HCl rasch riickresorbiert wird und so dem Blut die Konstanz 
seiner Zusammensetzung sichert. Wenn dem so ist, so liegt 
die Vermutung nicht allzufern, dali durch griBbere Verluste 
an Magensaft nach aufen die Absonderung desselben 
im Magen beeintrachtigt wird. Auch diesem Miljstand 
wiirde die Einspritzung analoger Chymusmengen in den Darm 
wirksam begegnen. 

Die in meinen Versuchen angewandte Methode gestaltet 
sich im einzelnen folgendermaben: 

Verwendet wurden drei mittelgrofe Hunde im Gewicht 
von 7—8 kg; zwei davon wurden versuchstauglich. An den- 
selben wurde unter den Kautelen chirurgischer Aseptik eine 
Duodenalfistel nach Pawlow-Dastre') angelegt, so dal die 
ins Duodenum eingeniithte Metallkaniile von 14 bezw. 16 mm 
Lumen und 45 bezw. 30 mm Liinge an der rechten seitlichen 
Bauchwand eingeheilt wurde. Die mediane Bauchwunde wurde 
lineiir verheilt. Der Abstand vom Pyloruswulst bis zum Lumen 
der Kaniile betrug bei dem ersten spiiter sezierten Hund 6 cm, 
die Miindung der Papille lag bei diesem Hunde dicht am 
distalen Rande der Kaniile. Eine Mischung des Chymus mit 
Galle und Pankreassaft fand also im Darm nicht statt. Dieser 
Hund | trug auber der Duodenalkaniile auch noch eine Magen- 
fistel nach Pawlow. Beim Hunde Ii liegen die Verhiiltnisse, 
soviel ich bei der Autopsia in vivo feststellen konnte, fast 
genau gleich; nur war hier die Offnung der Driisengiinge im 
Gesichtsfeld des Kaniilenlumens zu sehen. Beide Hunde hatten 
einen glatten Heilungsverlauf und wurden erst mehrere Wochen 
nach der Operation zu den mafgebenden Versuchen  ver- 
wendet. Sie hatten beide nach der Operation tiichtig zuge- 
nommen, Freblust und Darmentleerung waren gut, die Tiere 
konnten zu der Zeit als vollstiindig verdauungsgesund gelten. 

Zum Versuch wurden die Tiere in iiblicher Weise in 
ledernen Stiitzschlaufen aufgestelli. Nach einiger Zeit gewOhnen 
sich die Hunde an den Apparat so sehr, dab sie fast withrend 


') Technik siehe: Ergebnisse d. Physiologie. Asher-Spiro (1902), 
Jahrg. Abt. 
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der ganzen Versuchsdauer schlafen. Dem Versuch ging 24-stiin- 
diges Hungern voraus, wiihrend dessen die Tiere Stoff- 
wechselkiifig aufbewahrt wurden. Vorversuche ergaben, 
unter diesen Umstiinden der Magen immer vollstiindig leer an- 
getroffen wird, mit Ausnahme eines Ofter vorhandenen Biische|s 
verschluckter Haare. Die bei Kaninchen und Meerschweinchen 
beobachtete Koprophagie kommt bei Hunden nicht vor. Es ist 
wichtig, die Hunde wiihrend der Vorbereitungszeit nicht dursten 
zu lassen, da sonst die Saftsekretion leidet. Den Magen vor dem 
Versuch auszuspiilen, halte ich fiir fehlerhaft, weil damit der 
physiologische Vorbereitungszustand gestort wird.  Verfiittert 
wurde zum Versuche ausschlieflich rohes, fett- und binde- 
cewebelreies feingehacktes Rindfleisch, und zwar jedesmat! blo) 
100 ¢, damit die Versuchsdauer, die mit den verfiitterten Mengen 
bekanntlich zunimmt, nicht zu stark anstieg. Das Fleisch 
wurde zur Entfernune der Extraktivstoffe 3 —4 Stunden lang im 
laufenden kalten Wasser gewaschen. Der Stickstoffgehalt wurde 
an drei Proben von je 1 ¢@ bestimmt. Das Futter wurde yon 
den Tieren meist gierig in wenigen Bissen verschlungen, ein 
Nachschlucken von Speichel konnte ich nie beobachten. Nun- 
mehr wurde an der geoffneten Kanitile mit Hilfe von Reflektor 
und Lakmuspapier das erste Auftreten sauren Mageninhalts be- 
obachtet und sofort ein in Kiltemischung gebettetes Getib 
untergeschoben. Die entleerten Massen, denen sich ab und zu 
etwas Galle und Pankreassaft im Glase beimengte, wurden mil 
dem Glasstab umgertihrt und gefroren vom Rande her rasch 
zu-einem Eisklumpen, der in gefrorenem Zustand bis zum 
weiteren Gebrauch aufgehoben wurde. Der Versuch wurde ab- 
gebrochen, wenn die Entleerung sistierte. Es wurden dann 
50 cem Wasser nachgegeben und mit demselben der Magen 
tiichtig durchgeschittelt. Den SchlubB machte eine Magensptlung 
mit der Sehlundsonde. Beim Hunde [ erfolgte einfach zum 
Schlusse die Eriffnung der Magentistel, die dann die Leere des 
Magens nachwies. 

Das so gewonnene Verdauungsprodukt wurde nun entwecer 
zur chemischen Untersuchung verwandt oder in Kiiltemischung 
gefroren aufbewahrt und beim niichsten Versuch zur Injektion 
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ins distale Darmstiick gebraucht. Bei diesen kombinierten Haupt- 
versuchen (B) war die Methodik zuniichst dieselbe wie in den 
einfachen Vorversuchen. Beim ersten Auftreten sauren Magen- 
inhalts in der Duodenalfistel jedoch wurde ein nach dem Prinzip 
der Tamponkanile mit einem Ballon aus Kondongummi armierter 
Nelaton-Katheder in den abfitihrenden Duodenalschenkel ein- 
gefiihrt und daselbst nicht zu weit von der Kaniile entfernt 
aufgebliht. 

Die Aufblahung des Ballons mui mit grofer Sorgfalt und 
Vorsicht geschehen, eine Schwierigkeit, mit der wir in lang- 
wierigen Vorversuchen zu kiimpfen hatten. Schon die blofie 
Beriihrung der Duodenalschleimhaut durch eingefiihrten 
Ballon wirkt zuniichst genau wie die Einspritzung sauren Magen- 
inhaltes fiir einige Minuten unterbrechend auf die Magenentleerung. 
Bliht man den Ballon zu stark auf, so kann die Magenentleerung 
jedoch bis zu einer halben Stunde sistieren und tiberhaupt nicht 
mehr regelmiibig in Gang kommen. Es gentigt aber eine ver- 
hiltnismébig geringe Ballonfiillung zum vollstiindigen Abschlusse 
des Darmes, wovon wir uns durch Einspritzung gefarbter Fliissig- 
keit tberzeugen konnten. Zur Ftillung des Ballons darf nicht, 
wie es bisher immer geschah, Wasser verwendet werden: der 
ballon, der auf diese Art ein ganz erhebliches Gewicht erreicht, 
wird alsdann offenbar als liastiger Fremdkérper empfunden, der 
Hund wird oft unruhig, die Magenentleerung wird ganz unregel- 
mabig oder sistiert und mit dem Spiegel sieht man im Grunde 
der Kaniile peristaltische Darmbewegungen offenbar um seine 
Weiterschaffung vergeblich bemiiht. 

Hat man den Ballon unter diesen Kautelen eingefiihrt 
und sich nach wenigen Minuten vom geregelten Fortgang der 
Magenentleerung tiberzeugt, so schreitet man nun dazu, das auf- 
getaute und zur befreiung von gréberen Stiicken durch weit- 
maschige Gaze gegebene Verdauungsprodukt des Vorversuches 
portionenweis auf Korpertemperatur aufgewiirmt nach Mabgabe 
des austretenden Mageninhaltes durch den Katheder hinter den 
sallon in den Darm zu spritzen. Es empfiehlt sich, die Masse 
durch Methvlenblau zu firben und sich hiiufig zu vergewissern, 
ein Riickflu$ in die Kaniile nicht stattfindet. 
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Wollte man den physiologischen Vorgang in vollstiindig 
exakter Weise nachahmen, so miibte man jedem einzelnen 
entleerten Schuf eine gleichgrofe Injektion ins Duodenum ent- 
sprechen lassen. Soweit zu gehen, ist aus aufberen Griinden 
kaum tunlich. Wir begniigten uns deshalb damit, nach be- 
stimmten Zeiten (5—15 Minuten) oder nach einer abgeziihlten 
Anzahl einzelner Schiisse (15—20) eine annihernd entsprechende 
Menge zu injizieren. Diese Modifikation halten wir fiir ziemlich 
unwesentlich fiir das Endergebnis. Es tritt auf eine solche 
Injektion regelmébig prompt der reflektorische Pylorusschlul) 
ein und dauert je nach der Verdauungsperiode 3—10 Minuten 
an. Wir denken uns, daf} durch das héufigere Eintreten kleinerer 
Mengen der Reflex zwar hiufiger, aber von kiirzerer Dauer aus- 
gelist wiirde, woftir wir einzelne Anhaltspunkte gewonnen haben, 
und glauben, daf so das Resultat auf die Verdauungsleistung 
des Magens ungefiihr gleich ausfillt. 

Ich versuche im folgenden die typisch wiederkehrenden 
Beobachtungen mechanisch-physikalischer Art, die sich bei 
unserer Versuchsanordnung ergeben, aus einer Reihe von gleich- 
artigen Versuchen zusammenzustellen, um einige Schliisse daraus 
zu ziehen. Ich beziehe mich hierbei, wo nichts anderes bemerkt 
wird, blob auf die am Hunde II (ohne Magenfistel) gewonnenen 
Resultate. Der Versuch verliiuft, wie schon bemerkt, verschieden, 
je nachdem Mageninhalt in den Darm gelangt oder nicht. 


A. Versuche ohne Einspritzung. 


(Versuchsanordnung, wie oben geschildert.) 


Beim Offnen der Kaniile entleert sich zuniichst etwas in 
ihr aufgesammelte Galle. Dann folgt langsam in einzelnen 
Tropfen alkalischer klarer Saft. 5—12 Minuten (Mittel 8 Minuten) 
nach Beginn der Fiitterung (Dauer derselben bis zu einer Minute) 
erscheinen ein paar triibe schwach sauer reagierende Tropfen 
und sofort darauf entleert sich im Strahl ziemlich diinnfltissiger 
saurer etwas fadenziehender (Speichel?) Mageninhalt; wenige 
Minuten spater hat sich ein durchaus regelmifbiger rhyth- 
mischer Entleerungsmodus ausgebildet, der in allen 
Versuchen derselbe bleibt: die sauren Schiisse folgen 
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sich zunachst sehr rasch in regelmiibigen Abstiinden von 
12—20 Sekunden (3—4 pro Minute). Die auf einmal entleerten 
Mengen mogen bis zu einem halben Kubikzentimeter, selten mehr 
betragen. Sie verlieren rasch ihr schleimiges Aussehen, werden 
vollstiindig diinnfliissig, leicht triib, nahezu farblos und entleeren 
sich pliitschernd in das Gefaib. Die Reaktion ist stark sauer, 
freie HCl enthalt das Produkt zu keiner Zeit. Die = mikro- 
skopische Untersuchung eines Tropfens zeigt neben einzelnen 
Leukocyten und Fetttrépfchen amorphen Detritus, etwas spiter 
auch vereinzelte Muskelfasern mit teilweise erhaltener Quer- 
streilung. Schon sehr rasch (15—30 Minuten) beginnen die 
Entleerungen etwas dickfliissiger zu werden; gallertige Kliimpchen 
unverdauten Fleiches mischen sich bei. Nach und nach nehmen 
Hiiufigkeit und Volumen der Entleerungen etwas ab. Gegen 
Ende der zweiten Stunde sind es fast aussehlieblich dickliche 
Massen, die in regelmiibiger Folge in die Kaniile gewiilzt werden 
und langsam herabgleiten. Nach 2!/s—21!/2 Stunden sistiert 
die Entleerung fast vollstiindig; nach 21/1—3 Stunden wurde 
jewellen abgebrochen, 50 ccm Wasser zu saufen gegeben und 
damit der Magen durchgeschiiltelt. Das Wasser entleerte sich 
leicht getriibt sofort und in wenigen Minuten vollstindig. Darauf 
iiberzeugten wir uns mit Hilfe der Schlundsonde von der 
Leerheit des Magens. In dem spurweise getriibten Spiilwasser 
waren einzelne feine Faserchen und Flocken suspendiert; nur 
einmal fanden sich kleine Fleischbréckel dabei. 


B. Versuche mit Einspritzung. 


Die kombinierten Versuche beginnen zuniichst genau wie 
die unter A beschriebenen. Nach den ersten sauren Schiissen 
wird der Ballon ins Duodenum eingefiihrt. Sofort sistiert die 
Entleerung aus dem Magen. Dagegen wird der gesetzte Reiz 
durch einen stiirkeren Abflu{b von Galle und Pankreassaft be- 
antwortet: nachdem derselbe sistiert, kommt nach kurzer Zeit 
(4—5 Minuten) die regelmiéfige Entleerung wieder in Gang. 
Nun wird nach je 10 bis 15 bis 20 Schiissen eine Portion des 
im Vorversuch gewonnenen Verdauungsproduktes eingespritzt 
undes sistiert nach ganz kurzer, hOchstens 15 Sekunden dauernder 
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Latenzzeit die Magenentieerung. Statt dessen ergiebt sich aus 
der Kaniile von links her zunichst tropfenweise klarer alkalischer 
Saft (Pankreas) und nach 1—2 Minuten folgen 1—2 Schiisse 
Galle nach. Offenbar wurde von der Duodenalschleimhaut aus 
die sekretorische Tiitigkeit der beiden Driisen erregt. Nun 
beobachtet man nach Ablauf einer kurzen Zeitspanne das er- 
neute Auftreten diinnfliissiger saurer schufweiser Entleerungen 
aus dem Magen. Die Zeit, wiaihrend derer die Entleerung aus- 
setzt, ist verschieden. Sie wiichst mit dem Vorriicken de; 
Verdauungsperiode von 3 Minuten rasch auf 5—7 (1. Stunde) 
dann auf 10—12 Minuten. Diesen Typus hielten die einzelnen 
Kontrollversuche mit einer geradezu staunenswerten Regel- 
miibigkeit ein. Es ist mir nicht vorgekommen, dab auf eine 
einzige meiner vielen hundert Injektionen der Pylorusreflex aus- 
geblieben wiire. 

EKinen wesentlichen Einfluf fuerte das so modifizierte 
Verfahren (gegeniiber demjenigen unter A) auf die physikalische 
Beschatienheit des Entleerten einerseits und die Dauer des Ver- 
dauungsprozesses andererseits. Dies erscheint ja auch oline 
weiteres verstindlich. Der Entleerungprozeh wird eben immer 
wieder unterbrochen und dadurech in die Liinge gezogen. Die 
Zeit bis zur vollstiindigen Magenleere betrug bei den kombi- 
nierten Versuchen tiber 8—31/2 Stunden. In der dadurch ge- 
wonnenen Zeit finden die wirksamen Krafte der Magenver- 
dauung immer wieder Zeit, neue Futterportionen zu verfltissigen 
und so zur Ausfuhr geeignet zu machen. Dem entsprechen 
denn auch die chemischen Resultate. Physikalisch auBert sich 
dieses Moment in der veriinderten Beschaffenheit der in der 
Fistel erscheinenden Massen. Wiihrend nach A schon nach 
20—30 Minuten dicke Brdckel unverdauten Fleisches zum Vor- 
schein kamen, dauert es nach B 50—60 Minuten, bis die ersten 
etwas dicklichen Produkte zuniichst regelmabig nur mit dem 
ersten Schuf nach der Entleerungspause austraten. Eigentlich 
unverdaute grobe Bréckel kamen in diesen Versuchen iiber- 
haupt nicht zu Gesicht. 

Das wesentliche Resultat unserer Beobachtungen ist also 
die ganz gesetzmiihbige und ftir die ganze Verdauungs- 
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zeit geltende Beeinflussung und Regelung der Magen- 
entleerung auf reflektorischem Wege vom Darme aus 
und die Art und Weise, wie sich dies am Verdauungs- 
produkte iubert. Wir hatten, gestiitzt auf die Beobach- 
tungen anderer Autoren, nicht erwartet, den Verdauungsprozel 
schon am Ende der Magenverdauung soweit vorgeschritten zu 
finden, dafi die weitaus grobte Menge den Darm in fliissigem 
und, wie sich aus der chemischen Untersuchung ergeben wird, 
weitgehend abgebautem Zustande erreicht. 

Unsere Beobachtungen stehen im Widerspruch mit einer 
Anzahl bisheriger Mitteilungen. Es erkliirt sich dies wohl hin- 
reichend durch die Verschiedenheit der Technik. Nicht ohne 
weiteres verstiindlich sind die grofen zeitlichen Differenzen, die 
fiir das erste Eintreten von Mageninhalt in den Darm angegeben 
werden. Wiahrend wir und ebenso Cahn,!; Hirsch und 
und Cannon?) bei seinen Rontgenuntersuchungen schon nach 
recht kurzer Zeit, 5—15 Minuten, Mageninhalt in den Darm 
iibertreten sahen, decken sich die Beobachtungen anderer (Moritz, 
Schiile) zum Teil mehr mit den alten Rofibachschen An- 
schauungen, *) nach denen der volle Magen seine Bewegungen 
zwar fruihzeitig beginnt, aber erst nach lingerer Dauer dieser 
Bewegungen die Eréffnung des Pylorus  stattfindet. So sah 
Moritz in einem Falle nach Fiitterung von 200 g Fleisch die 
Austreibung erst nach 3/s Stunden, ein andermal nach Wurst 
erst nach zwei Stunden beginnen. Vielleicht hat hier der mil 
Wasser gefiillte Ballon im Duodenum (wie oben naher be- 
schrieben) die Motilitét beeintriichtigt. Vielleicht auch waren 
die Versuchstiere doch infolge Flissigkeitsverlust durch mangel- 
haften Sehlub der Fistel geschiidigt, oder sie hatten vor Be- 
ginn des Versuches zu stark gedurstet. Aus diesem letzteren 
Grunde mufte ich einmal einen Versuch aufgeben, der mir ge- 
rade in dieser Richtung iehrreich war: ich hatte in iiblicher 

') Cahn, Die Verdauung des Fleisches im normalen Magen. Zeit- 
schrift f. klin. Medizin, Bd. XII, S. 34. 

*) cit. nach Griitzner, Pfliigers Archiv, 1905, Bd. CVI. 

*) J. Rofkbach, Beitraige zur Lehre von den Bewegungen des 
Magens. Deutsches Archiv f. klin. Medizin, Bd. XLVI, S. 296 (1890). 
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Weise den Hund I mit Fleisch gefiittert und zum Versuche auf- 
gestellt, wartete aber vergeblich auf das Erscheinen des Chymus. 
Als nach 34 Stunden die Entleerung noch nicht in Gang ge- 
kommen war, brach ich den Versuch ab und Offnete die Magen- 
fistel. Dabei fand ich die gesamte Fleischmenge in nahezu un- 
veriindertem Zustande als trockenen festen Ballen, der die Fiste] 
nicht passierte, im Magen liegen. Nachdem das Tier befreit 
war, stiirzte es sich auf das niichste Gefiifh mit Wasser und 
soff gierig wohl 10 Minuten lang. In einem anderen Versuche 
beim Hunde II zeigte sich ebenfalls nach Beendigung eines 
Versuches, der auffallend wenig Volumen und viel ungeliste 
Massen zutage gefordert hatte, das Tier dufberst durstig. 

Dasselbe, was fiir den Beginn der Entleerung, gilt auch 
fiir ihr Ende. Es ist bekannt, dafi die Verdauungszeit mit der 
Grobe der Mahlzeit steigt, aber nicht im selben Mabe wie die 
Mengen. Moritz’ Hund verdaute an 200 ¢ Fleisch bei offener 
Fistel 6 —7 Stunden, der meinige war mit 100 g nach 2!/2 Stunden 
fertig. Doch mégen hier individuelle Schwankungen vorkommen: 
denn auch Zunz beobachtete sehr lange Verdauungszeiten und 
Schmidt sah den Magen seiner nicht operierten Hunde, die 
er mit 200 g Fleisch gefiittert hatte, erst nach 9 —12 Stunden 
leer. In den ersten Stunden fand er den Mageninhalt aut- 
fallend trocken, kriimelig auseinanderfallend. Auch diese Hunde 
hatten wohl zu lange gedurstet. 


Chemischer Teil. 


Es erschien uns von gréStem Interesse, an die Frage der 
Verdauungsarbeit des Magens nunmehr auch mit quantitativen 
chemischen Methoden heranzutreten. Es sollte untersucht 
werden, bis zu welehen Stufen der Abbau der Eiweili- 
kérper bei der Magenverdauung vorschreitet und in 
welchen Mengenverhiiltnissen diese Produkte den 
Magen verlassen. Dabei muBten sich gleichzeitig Ergebnisse 
liber die physiologische Resorptionstitigkeit des Magens 
herausstellen. 

Uber diese Fragen besitzen wir bisher so gut wie keine 


Re 
4 
Ay 
: 
| 
| 
| 
wee 
° 
| 
; 
poe 
? 
| 


Uber die Eiweifiverdauung im Magen. 201 


Angaben. Moritz?) fand, dab bei Fleischfiitterung (bei offener 
Fistel) 58°/o des gereichten N in ungelistem Zustand den 
Magen verlassen: auf weitere Eigenschaften wurde das Ver- 
dauungsprodukt nicht untersucht. Alle anderen Untersuchungen 
werden durch die zu Beginn genannten Miingel der angewandten 
Methodik von vornherein unserer Fragestellung nicht gerecht. 
Es wurden immer blob Magenverdauungsprodukte, niemals 
aber das wirkliche Endprodukt bestimmt. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen waren folgende: 

Schmidt-Mtilheim,?) der als erster der Frage niiher 
trat, fand im Magen von Hunden, die er mit Fleisch fiitterte 
und nach verschieden langer Zeit totete, den weitiiberwiegenden 
Teil des N in ungeldster Form. Er trennte durch Kochen und 
folvendes Auspressen in Leinwand das Geléste vom Ungeloésten. 
Im gelésten Teil tibertraf der Anteil des Peptons jederzeit be- 
triichtlich die einfach gelOsten Eiweibstoffe. Die Menge des 
gelsten Eiweibes plus Pepton war zu allen Zeiten im Magen 
fast gleich. Was hier «Pepton» genannt wird, besteht zum 
eroben Teil aus Albumosen; andererseits sind aber auch in 
dem sogenannten «gelésten Eiweib» Albumosen enthalten. 

Cahn) verfiitterte Fleischpulver und untersuchte mit der 
Schlundsonde gewonnene Proben. Er fand regelmiibig schon nach 
einer halben Stunde eine betrachtliche Quantitat von Verdauungs- 
produkten gebildet und ist der Ansicht, dal beim intakten Tier 
der grObte Teil des Eiweibes erst in den Darm tritt, nachdem 
es peptonisiert ist. Eine Trennung in Albumosen und _ tiefere 
Spaltungsprodukte wurde nicht gemacht. 

Zunz*) experimentierte an Hunden, die er mit Fleisch 
fiitterte und wihrend der Verdauung totete. Er fand im Magen- 
inhalt zu allen Zeiten der Verdauung weitaus den gréften Teil 
des gelosten Eiweibes in von Albumosen (nur eimmal 


*) Schmidt-Mulheim, A., Archiv f. Anatom. u. Physiolog. (phys. 
Abteilung), 1879, S. 39. 

*) Aufferdem: Annales de la_ société royale des sciences 
meéd. et naturelles de Bruxelles. T. XII, fase. 1 (1904). (De la quantité 
d’albumoses contenue dans l’estomac du chien aprés l’ingestion de la viande). 
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weniger als 90°,): die Albumosenmenge in einem bestimmten 
Moment scheint nicht von der Menge des Gefressenen abzu- 
hiingen. Ihre absolute Menge wechselt wenig, aber etwas mehr 
als die relative. Die Gesamtmenge der Peptone, Peptoide und 
Endprodukte betrug nur ausnahmsweise tber 10°  Kristal- 
linische Endprodukte fanden sich nur verschwindenden 
Mengen, die auch aus dem gefiitterten Fleisch stammen konnten. 

Aus diesen Resultaten schlieBen zu wollen, dai die Magen- 
verdauung den tiberwiegenden Teil des Eiweifes nicht iiber die 
Albumosenstufe abbaut, ist nicht berechtigt und ware es selbst 
dann nicht, wenn die von Ewald-Gumlich?) gemachte An- 
nahme zutriife. Die genannten Autoren halten es fiir undenk- 
bar, aus einem Gemisch von loslichen Substanzen  (AI- 
bumosen plus Peptide) die eine vor der anderen und ohne 
dieselbe mechanisch entfernt werde. besteht aber im 
Magen nach den im Anfang dieser Mitteilung dargelegten neueren 
Anschauungen eben nichts weniger als eine gleichmiibige Mischung. 
Wenn sich ergibt, dab im Mageninhalt die Albumosen, 
in dem vom Magen durch den Pfortner Entleerten 
aber die tieferenSpaltungsprodukte weitaus vorwiegen, 
so ist nur die eine Erklirung méglich, dal eben doch 
eine Sonderung der beiden Substanzen statthat. Es 
scheint mir durchaus wahrscheinlich, dab die grobe Menge der 
Albumosen noch mechanisech an und zwischen den halbgelosten 
Fleischpartikeln haftet, wihrend von der Oberfliiche, wo die 
Siiurewirkung am stiirksten ist, Eiweif in Form von Peptonen 
durch die Peristaltik abgeschoben und zur Entleerung gebracht 
wird. Es kénnten aber auch in der saurereichen pars pyloric 
des Magens hierher gelangte Albumosenmengen vor ihrer Aus- 
stoBung einem weiteren Abbau unterliegen, wahrend die grobe 
Menge erst angedauten Fleisches bekanntlich als ober- 
flichlich angegriffener Klof im Fundus ruht. Auch unter diesen 
Umstiinden wiirde man bei Untersuchung des gesamten Magen- 
inhalts die hoOheren Stufen tiberwiegend finden. 


1) C. A. Ewald und Gumlich, Uber die Bildung von Pepton im 
menschlichen Magen usw. Berliner klin. Wochenschrift, Bd. XXYVII, 
S. 1016 (1890). 
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Doch gehen wir zu den Ergebnissen unserer Unter- 
suchungen tiber. Dieselben wurden folgendermafen gewonnen : 
das hart gefrorene Verdauungsprodukt wurde gewogen, hierauf 
aufgetaut, sofort gekocht und zur Trennung der geliésten Eiweib- 
kérper von den ungelosten heif filtriert: war das Produkt stark 
mit Galle vermengt, so wurde der Filterriickstand aufgeschwemmt 
und mit Sodalésung neutralisiert, um etwa durch die Gallen- 
siiuren gefiillte Albumosen wieder in Losung zu bringen. Noch- 
maliges Filtrieren und Vereinigung der Filtrate. Nunmehr wurde 
der ungeloste Riickstand mit konzentrierter H,SO, gekocht, 
bis zur nahezu vollstandigen LoOsung und alsdann hierin, sowie 
im gelésten Anteil der N-Gehalt an Proben von 10—20 ccm 
nach Kjeldahl bestimmt. Hierauf wurde die Gesamtmenge 
des gelésten Anteils oder ein abgemessener Teil davon mit 
ZnSO, in Substanz gesittigt und tiber Nacht stehen gelassen. 
Die Albumosen scheiden sich dabei entweder als braune Kruste 
an der Wand des Glases ab oder erscheinen als britunlich- 
broéckeliger Niederschlag an der Oberfliiche schwimmend und 
konnen aufs Filter gebracht werden. Dieser Riickstand wurde 
mit gesittigter ZnSO,-LoOsung nachgewaschen, dann in beifem 
Wasser geldst und sein N-Gehalt bestimmt. Auf getrennte 
Fillung der verschiedenen Albumosenfraktionen wurde als fiir 
unsere Zwecke wertlos von vornherein verzichtet. Zur Kon- 
trolle wurde auch in einer gemessenen Menge des Filtrats die 
Stickstoffbestimmung ausgefiihrt und die Hauptmenge dann unter 
Zusatz von etwas H,SO, mit Phosphorwolframsiéure vollstindig 
ausgefallt, der Niederschlag durch Absaugen gewonnen und 
mit wenig verdiinnter Phosphorwolframsiiure nachgewaschen. 
Das nunmehr restierende Filtrat enthielt in allen Fallen geringe 
Mengen N. Zur genaueren Untersuchung der in ihm enthaltenen 
N-haltigen Stoffe wurde das Filtrat eines Versuches durch 
kohlensauren Baryt von der Phosphorwolframsiiure befreit, bei 
neutraler Reaktion zur Trockene eingedampft und in Wasser 
gelOst. Diese konzentrierte Losung gab die Biuretreaktion deut- 
lich. Mit Phosphorwolframsiiure erhielt| man einen starken 
Niederschlag. Demnach ist der N-Gehalt des Filtrates wohl 
auf der Fillung entgangenes Pepton zu beziehen. 
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Tabelle I. 


Menge Wiedergefundener N Vom gelisten 
Ver- Ver- des  IN-Gehalt Re- 
Me-|Fleisch-lyerdau-| N waren 
suchs-fsuchs- des im als als im sor- | 
thode} menge | Ungs- Me unge-) £@- gan, 
Nr, | tier pro- |Fleisches] “88° | for loster biert | Albu: Pep. 


g duktes*) rest | | nN | N mosen ton 


| 
| 


1 |B] wo 445 | 3.43 10.086 0,564 1.936 2,586 [0,544] 0.273 1.663 


2/1 |B] too | 415 | 3.285 [0,161 0,598 1,675 2,434 [0,801] 0,602 1,873 


| 
42 | 327 | — (0,842 2,115 2,957 [0,313] 1,266 0,849 


3 A 100 3 


344 | 2.90 10,064 0,770/1,424 2,258 0,642] 0,323 1,101 


— 
~~ 


LOO 


dD I] B 100 286 2.90 10,029 0,597 1,401 2,027 0,873] 0.243 1,158 


*) Wasser abgerechnet. 

NB. Unter Pepton ist die kleine N-Menge, die auf durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht fiillbare Substanz enfillt, mitgerechnet, da dieselbe auf der 
Fiillung entgangenes Pepton entfallt (siehe 5. 203). 


Tabelle II. 


Von 100 g N sind 
suchs- wieder erschienen 
Nr resorbiert 
ungelost gelost als Albumosen als Pepton 
I 1880 | 618 | 8,7 | 53,1 17,4 
2 18.5 | D1,8 | 18.6 33,1 24.8 
| | 
3 25.7 | 647 | 38,7 | 25,9 9.6 
+ 26.5 | 49.1 | 11,1 | 37,9 22,1 
5 20,6 48,8 4 | 39,9 30.1 


Die Ergebnisse der chemischen Analyse stellen den zahlen- 
miibigen Beleg fiir das schon durch das physikalische Resultat 
wahrscheinlich gewordene Verhalten dar. Die Magenverdauung 
leistet unter physiologischen Verhiltnissen offenbar 
bedeutend mehr, als wir bisher anzunehmen geneigt 
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waren. Von dem gesamten in 100 ¢ Fleisch zugefiihrten N 
verlieben blob 20—26°%o den Magen in ungeléstem Zu- 
stand.') Der Rest von 74—80" » muf bereits im Magen zu 
lostichen Abbauprodukten des Eiweifbes umgewandelt 
worden sein. In der Duodenalfistel erschien allerdings niemals 
diese ganze N-Menge. Da im Magen nur minimale Spuren 
N-haltiger Substanz zuriickblieben, deren Menge in Spiilwasser 
hestimmt wurde, bleibt nur die Annahme iibrig, dab der Rest 
der Resorption schon im Magen anheim fiel: wir werden 
weiterhin auf die Frage der Resorption zurtickzukommen haben. 
Die gelosten Kiweifbkérper waren zur iiberwiegenden 
Menge schon bis zur Stufe der Peptone abgebaut. Als Albumosen 
verlieBen nur 8—11°%/o des gesamten N, 17—23°/o der ge- 
listen. wieder erschienenen Eiweiikorper den Magen. Weitaus 
die grébte Menge des gelésten N ging nach dem Aussalzen ins 
Filtrat und war durch Phosphorwolframsiiure fiillbar. Dieser 
Niederschlag wurde durch Baryt und Kohlensiiure yon der 
Phosphorwolframsiure befreit, zur Trockne eingedampft, mit 
heiBem Wasser aufgenommen und filtriert. Dieses Filtrat gab 
die Biuretreaktion stark und noch in emer Verdiinnung von 
1: 10000 war dieselbe deutlich positiv, sie war bei gewohn- 
licher Konzentration kochbestiindig. Ebenso gab diese Pepton- 
losune die Millonsche Reaktion und mit Pikrinséure einen 
eelblichen gelatindsen Niederschiag. Arginin war darin- nicht 
nachweisbar. Ob den Peptonen auberdem Peptide beigemengt 
waren, die die Biuretreaktion nicht geben, aber keine Amino- 
siiuren sind, geht daraus nicht hervor und sich, eine 
Trennungsmethode fehlt, nicht entscheiden. Die mit kohlen- 
saurem Baryt vom ZnSO, befreiten Albumosen wurden eben- 
falis eingedampft, mit Wasser heif aufgenommen und filtriert. 
In diesem Filtrat war die Biuret- und Millonsche Reaktion 
stark und mit Phosphorwolframsiiure entstand ein gelatindéser 
dicker Niederschlag. Die tiberwiegende Menge der Albumosen 
gehorte den Deuteroalbumosen an. 
Yon der Albumosen- und PeptonlOsung sowie von 


'; Die Zahl wird durch das in den Verdauungssekreten enthaltene 
koagulable Eiweifi auherdem etwas vergrifert. 
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einer ungetrennten Mischung aller gelosten Eiweibkorper wurden 
nunmehr Proben auf 38—39° vorgewirmt und sodann mit 
von einem frisch getéteten Hunde gewonnenem Erepsin und 
Trypsin (Darm- und Pankreasextrakt) versetzt und ins Wasser- 
bad von 37—39° gesetzt. Dabei ergab sich, dah die Biuret- 
reaktion schon nach kurzer Zeit Intensitit betriichtlich 
abnimmt, der weitere Abbau aber auch nach langerer Zeit 
(12/, St.) nicht bis zur Bildung ausschlieblich abiureter Produkte 
fortschreitet. Es ergibt) sich hieraus, dab die Verdauungs- 
produkte des Magens leicht weiter spaltbar sind, und es er- 
scheint somit nicht unwahrscheinlich, daB ein Teil des Eiweibes 
in Form tieferer Spaltungsprodukte zur Resorption gelangt. 
In welcher Form die im Magen resorbierten 22—30°/0 der 
N-haltigen Substanz resorbiert wurden, wissen wir nicht. 

Von besonderem Interesse ist auch hier ein Vergleich 
zwischen den eben angefiihrten nach unserer kombinierten 
Methode gewonnenen Resultaten und denen, die bei unbehindertem 
Auslaufen aus der offenstehenden Kaniile gewonnen wurden. 
Auch da ergibt sich ein betriechtlicher Unterschied in der Ver- 
dauungsleistung. Denn unter diesen Umstiinden steigt 
nicht blob die Quantitat des ungelosten N an, sondern 
auch in der loslichen Komponente ist die Albumosen- 
fraktion, das nihere Produkt starker vertreten; zu- 
gleich sinken die auf Resorption entfallenden Werte. 

Wir sehen in diesen Resultaten den beleg daftir, dab die 
von Zunz, Schmidt-Mithlheim u. a. gemachten Angaben 
uber die Zusammensetzung des Mageninhalts zu verschiedenen 
Perioden der Verdauung, zur Beurteilung des Endproduktes und 
der Gesamtleistung der Magenverdauung nicht benutzt werden 
dirfen. 

Wir kommen nunmehr zur Frage der Resorptions- 
tiitigkeit des Magens zurtick. Unsere bisherigen Kennt- 
nisse sagen dariiber folgendes aus: Wasser wird im Magen 
nach v. Mering in nennenswerter Menge nicht resorbiert, 
Hirsch!) meint allerdings, dab bei offener Fistel angestellte 


'! A. Hirsch, Zur Frage der Wasserresorption im Magen des 
Hundes. Zentralblatt f. klin. Medizin, 1893, S. 601. 
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Versuche hieriiber nichts Sicheres auszusagen vermogen, weil 
das Wasser zu kurz im Magen verweilt. Aus wiisserigen Losungen 
vermag der Magen Salze, Zucker, Dextrin, Pepton etc. sowie 
eine Anzahl Arzneistoffe zu resorbieren. Die Resorptionsgrobe 
wiichst mit der Konzentration der Loésung. Alkohol und 
alkoholisehe Losungen sowie Gewiirze befordern die Resorption 
wesentlich; aus schleimigen Lésungen wird weniger gut 
resorbiert (v. Mering, Tappeiner, v. Anrep, Brandl, 
GlaeBner,'!) Segall, Otto?) u. a). Zunz) wies nach, dah 
bei Einfiihrung einer Albumosenlésung in den abgebundenen 
Magen eine Resorption N-haltiger Substanz sicher  stattfindet, 
dieselbe ist jedoch bedeutend geringer als im Darm. 

Gewinnen wir aus diesen interessanten Versuchen eine 
Menge Material tiber das, was die Magenschleimhaut unter be- 
stimmten Versuchsbedingungen an Kesorptionsarbeit eventuell 
zu leisten vermag, so bleibt auch hier die Frage wieder offen, 
was unter physiologischen Verhiltnissen tatsichlich 
geleistet wird. Brandl fand, dai aus Losungen, deren 
Konzentration die physiologisch vorkommenden Grade nicht iiber- 
stieg, so gut wie nichts resorbiert wurde, und auch Moritz *) 
ist der Ansicht, dab die resorptive Kraft des Magens im all- 
gemeinen bedeutend tberschatzt werde und unter den praktisch 
vorkommenden Bedingungen fast gleich Null sei. 

Unsere Versuche ergeben mit grofter Konstanz ein so 
betriichtliches N-Defizit zwischen dem zugefiihrten und dem 
wiedergefundenen Material, dab an der Tatsache einer Resorption 
innerhalb des Magens kaum zu zweifeln moglich ist. Die Werte 
liegen nicht nur weit auberhalb der Versuchsfehler, sondern 
miissen eher noch zu klein erscheinen, da die N-Menge der 
Nahrung noch durch den Stickstoffgehalt der zugeflossenen Ver- 
dauungssafte vermehrt wurde. 


R. Glaefiner, Hofmeisters Beitrige., Bd. 1, S. 332 (1902). 

2) C. Otto, Uber das Verhalten von Salzlésungen im Magen. Archiv 
!. experiment. Pathologie u. Therapie, Bd. LIL, H. 5, S. 370 (1905). 

*) C. Zunz, Recherches sur la digestion pepsique et gastrique des 
albumoses primaires, Annales de la soc. royale des sciences méd. et 
naturelles de Bruxelles, T. XII, fase. 3 (1904). 

*) Miinchener med. Wochenschrift, 1898, S. 1521. 
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Kin Kinwand labt sich allerdings gegen unsere Resultate 
erheben, den ich, wenn ich ihn auch nicht fiir wesentlich halte, 
doch nicht exakt zu widerlegen vermag. Es wiire eventuell 
denkbar, dali die gesamte Resorption in dem 6—7 em langen 
Duodenalstiick, das der Kaniile vorgelagert ist, stattfinden konnte. 
Man wird zugeben, dafi die Linge des tierischen Darmes in 
ihrer teleologischen Bedeutung unverstiindlich wiirde, wenn ein 
so verschwindend kleines Stiick davon eine so erstaunlich 
grobe Leistungsfihigkeit besiife: man bedenke tiberdies, dal; 
die vom Magen ausgestoBenen Massen hier nicht etwa_ liegen 
bleiben, sondern in einem Schuf bis zur Kaniile gelangen, und 
endlich handelt es sich um ein Darmstiick, innerhalb dessen 
der Prozef der tryptischen Verdauung noch gar nicht einge- 
setzt hat und das also funktionell, wenn auch nicht anatomisch 
fast mit ebensogutem Recht zum Magen wie zum Darm ge- 
rechnet werden koénnte. 


Zusammenfassung. 


Es existieren bisher keine Beobachtungen tiber die physi- 
kalischeund chemische Gesamtarbeitsleistung der Magenver- 
dauung. Das wenige, was wir an Einzelkenntnissen ber Magen- 
verdauung besitzen, ist mit Methoden gewonnen, die entweder 
die physiologischen Vorgiénge schwer beeintrachtigen oder sonst 
grobe Fehlerquellen mit sich bringen. 

2. Durch die hier vorgeschlagene Methodik gelingt es, 
ein Urteil iiber die Verdauungsarbeit des Magens zu gewinnen 
unter Verhiiltnissen, die der physiologischen Norm = ziemlich 
nahe kommen diirften. 

3. Fiir die Verdauung des Fleisches im Magen des Hundes 
ergeben sich die folgenden wesentlichen Resultate: 

Dem Verdauungsprozel} unterliegt niemals die ganze ge- 
reichte Nahrung gleichzeitig, sondern die AuflOsung volizieht sich 
wohl in den oberfliichlichen Schichten der Magenwand entlang. 

Wenige Minuten nach der Mahlzeit beginnt die Ausstobung 
der ersten Verdauungsprodukte. 

Dieselben betreten den Darm (bei Vertiitterung von rohem 
Fleisch) in der tiberwiegenden Menge in diinnfliissiger Form. 
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Die Entleerung erfolgt schubweise und wird wiihrend der ganzen 
Verdauungszeit durch reflektorischen Pylorusschlu}, den der 
saure Chymus auslést, in regelmiibiger Weise unterbrochen. 

Die Dauer des Pylorusschlusses nimmt mit dem Vorriicken 
der Verdauungsperiode zu. 

Der weitaus grébte Teil des zugefiihrten Fleisches betritt 
den Darm in geloster Form (50—65°/o), nur circa 20%)» sind 
noch ungelost. 

Die tberwiegende Menge des gelisten Eiweibes besteht 
am Ende der Magenverdauung aus Pepton (ca. 80°/o), der Rest 
sind Albumosen. 

Im Magen findet eine betriichtliche Resorption von Eiweif- 
kérpern statt (ca. 20—30°/0). 

Wird das Zustandekommen des Pylorusreflexes verhindert, 
so verlaéuft der Verdauungsprozef rascher und unvollkommener. 
Es steigt dann die Menge des ungelésten Eiweibes ; die Resorption 
fillt auf weniger als die Halfte. In der gelésten Komponente 
kehrt sich das Mengenverhiiltnis von Albumosen und Pepton 
um, sodafh erstere tiberwiegen. 

Verluste vou Verdauungssekreten nach auben sowie W asser- 
verarmung des Organismus tiberhaupt beeintrachtigen die Magen- 
verdauung in schwerer Weise. 


Versuchsprotokolle. 


Von den ziemlich zahlreichen angestellten Versuchen teile 
ich nur eine kleinere Anzahl ausfiihrlich mit und zwar die- 
jenigen, auf die sich unsere Schluffolgernngen im wesentlichen 
stiitzen. Eine ganze Reihe friiherer Versuche fielen  hierfiir 
schon dadurch auber Betracht, im Verlauf der Experi- 
mente die Methodik mehrfach geiindert und verbessert wurde. 
Kine groBe Anzahl von Versuchen mubten wegen sich ein- 
stellender technischer Schwierigkeiten oder anderer Unregel- 
mabigkeiten an verschiedenen Stellen abgebrochen werden. Von 
den am ersten Versuchshunde angestellten Experimenten  teile 
ich nur die wesentlichen Ergebnisse zweier Parallelversuche 
mit. Bei diesem Tiere war die sekretorische Tiitigkeit des Magens 
vielleicht, die motorische aber ganz gewil wesentlich beein- 
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trichtigt, da derselbe auber der Duodenalfistel auch noch eine 
Magenfistel trug. Dieselbe bewirkte, daBi einmal auch bei liingerer 
Versuchsdauer eine vollige Entleerung des Magens nicht erreicht 
wurde, und dafi sodann bei der sowieso verlangerten Ver- 
dauungszeit die einfache Methodik (A) keine von der kombinierten 
(6) wesentlich verschiedenen Resultate gab. 

Die entleerten Mengen von Verdauungsprodukt betrugen 
nach Verfiitterung von 100 g Fleisch bei diesem Hunde I folgende 
Werte: 


Tabelle III. 


| | 
Versuchs-Nr., Nahrung | Wasser’) | Chymus 
| | dauer menge 
| | | | 
1 (100 ¢ Fleisch d50cem | Std. 382 g 
2 > | 50 >» | 4 446 > 
| 
3 | ws | 44g 423 » 
| B0cem | 4% 505 
| | 
5 100 | > 465 » 
| 


Versuch 1. (18. II. 05.) 


Hund I.: Langhaariges, schwarz-weibes Tier. Gewicht 
ca. 6 kg. Operiert am 10. I. 05: Magenfistel und Duodenal- 
fistel nach Pawlow; glatte Heilung; die Fistel schliebt dicht. 
Bester Gesundheitszustand, 

Kombinierte Methodik (B). Von dem im Vorversuch 
(2 Tage friiher) gewonnenen Verdauungsprodukt werden alle 
15 Minuten 10—15 ccm durch die Tamponkaniile ins Duodenum 
eingespritzt. — Vorausgegangen 1 Hungertag. Versuchsnahrung 
100 g ausgewaschenes, fein gehacktes, fettfreies, rohes Rindfleisch. 
Auf jede Injektion sistiert die Entleerung sofort fiir fast genau 
7 Minuten. Versuchsdauer 41/2 Stunden. 15 Minuten vor dem 
Ende des Versuchs erhalt der Hund 50 cem Wasser, wird ge- 
schittelt: das Wasser entleert sich sofort wieder in Schiiben 


') Jeweilen vor Abschluf§ des Versuchs verabreicht. 
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leicht getriibt. Im Magen findet sich bei Offnung der Magenfistel 
ein kleiner Nahrungsrest, der mit Wasser ausgeschwemmt und 
dessen N-Gehalt bestimmt wird. 
Futter: 100 g Fleisch. 
Gesamtmenge des Entleerten (inklusive 50 cem Wasser) 505 g. 
N-Gehalt des Fleisches 3,13 g. 
Davon erscheinen wieder: 
a) in der Duodenalfistel 
als ungeléstes Eiweih . «OF64¢2N 
ale geléstes eee cs 
b) als ausgespiilter Magenrestbestand ...... . O,O86 » » 


Wiedergefunden im ganzen .......... 2586 ¢ N 


Nicht wieder erschienen (resorbiert) . . . O,D44 » » 
Vom gelésten Eiweifs waren 

mit ZnSO, aussalzbar (Albumosen) ....... O273 ¢ N 

nicht aussalzbar (Peptone).......... 41,663 > > 


Versuch 2. (27. Il. 05.) 
(Kontrollversuch zu 1.) 


Hund |. Alle Details wie im Versuch 1, 


Ergebnisse: 
Futter: 100 g Fleisch. 
Gesamtmenge des Entleerten (inklusive 50 ccm Wasser) 465 g. 
N-Gehalt des Fleisches 3,233 
Davon erscheinen wieder: 
a) in der Duodenalfistel 


als ungeléstes Eiweih 0,698 g N 
b) als ausgespiilter Magenrestbestand ....... O,161 » » 


Wiedergefunden im ganzen .......... 2,434 

Nicht wieder erschienen (resorbiert) . . . O,8O1 » » 
Vom geldsten Eiweif waren 

mit ZnSO, aussalzbar (Albumosen) . ..... . 0,602 N 

nicht aussalzbar (Peptone). . . 1,073 » > 


Die Differenzen im N-Gehalt der einzelnen  Fleischportionen 
ruhren im wesentlichen vom verschiedenen Wassergehalt des Fleisches 
her, da es unmdglich ist, nach dem Waschen immer genau gleich stark 
auszudriicken. 
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Versuch 3. (20. TI 05.) 


Hund Il. grauer, langhaariger Eifelspitz. Gewicht 7 kg. 
— Operiert vor ca. 4 Wochen: Duodenalfistel nach Pawlow: 
glatte Heilung; bester Gesundheitszustand; das Tier lebt gegen- 
wirtig noch, ist gesund, 

Kinfache Methode (A). Auffangen des durch die offene 
Fistel entleerten Verdauungsproduktes. — Vorausgegangen 
36 stiindiges Hungern. 

103° Futterung mit 100 ¢ gewiissertem, fein gehacktem, 
fettfreiem Rindfleisch: aus der Fistel entleert sich tropfenweise 
etwas alkalischer Saft und Galle, dann einige Tropfen schwachi 
sauern Saftes. 

erster kriiftiger, sauer reagierender Schuh; hell, fast 
klar, etwas fadenziehend. 

10°° etwas hiiuligere Schiisse ziemlich klarer Fliissigkeit. 

10°°—-105° 20 Schiisse, keine Gallenbeimengung. 

11°° gallertige Kliimpchen beigemengt. 

11'5 5—+4 Schiisse pro Minute, trib, oft mit Brockeln 
vermischt, wenig, fast keine Galle. 

11°° Entleerungen ausgesprochen dicklich, oft grdbere 
Kliimpchen dabei, dazwischen diinnere, schubweise Entleerungen: 
etwas Galle. 

12°° 4—}5 Entleerungen von geringer Menge pro Minute. 

12> Entleerungen seltener, 2 pro Minute. 

14> nur noch einige Brocken, selten dazwischen_ kleine 
fliissige Schiibe. 50 ecm Wasser werden mit der Schlund- 
sonde eingegeben, das Tier geschiittelt: sie erschienen  sofor' 
wieder, klar. 

18°) Abbruch des Versuches: Magenspiilung: der Magen 
erweist sich als leer. 

Die entleerte Fliissigkeit ist eine gelbliche, triibe, ziem- 
lich diinnfliissige Masse mit suspendierten Teilchen und reich- 
lichem gréberen und feineren Sediment; dabei groBere, makro- 
skopisch erkennbare Fleischpartikel. Reaktion: stark sauer: 
keine freie HCI. 
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Ergebnisse: 
Futter: 100 g Fleisch. 
Gesamtmenge des Entleerten (inklusive 50 cem Wasser) 392 
N-Gehalt des Fleisches 3,27 g. 
Davon erscheinen wieder: 


Wiedergefunden im ganzen ..... 

Nicht wieder erschienen (resorbiert) . . . . OJ 
Vom gelésten Eiweifs waren 

aussalzbar (Albumosen) ............ %1,266g¢N 

nicht aussalzbar (Peptone). ..........- » » 


Versuch 4 (2. IV. 0d). . 


Hund II (wie oben). Vorausgegangen ein Vorversuch 
(30. I.) nach einfacher Methode (A) zur Gewinnung des ins 
Duodenum einzuspritzenden Materials. — 24stiindiges Hungern. 


Kombinierte Methode B. 

6°° Fiitterung mit 100 ¢g feingehacktem, fettfreiem HRind- 
fleisch (roh), das 3 Stunden lang in Wasser gewaschen wurde. 
Aus der Fistel tropf etwas alkalisches Sekret. 

637 Einsetzen schubweiser saurer Entleerungen, darauf 
Kinfithrung und Aufblasen des Tamponkatheters; die Entleerungen 
sistieren kurze Zeit. 

64 wieder regelmifige, sauer reagierende Schiisse. 

6** (Injektion Nr. 1) die Entleerung sistiert sofort, es 
flieht etwas wasserheller, alkalischer Saft (Pankreassaft) ab, 
dann reichlich Galle. Nach Verlauf von 7 Minuten stellen sich 
regelmiibige, schubweise Entleerungen ein. 

6°* (Injektion Nr. 2) Entleerungen sistieren 3 Minuten, 
setzen dann wieder ein; Zahl 5 pro Minute, diinnfliissig, wenig triib. 

7°7 (Injektion Nr. 3) sofortiges Sistieren, dann Entleerung 
von Bauchspeichel und Galie (wie oben), nach & Minuten saure 
Schiisse. 
71°—717 20 Schiisse, erst langsam, abwechselnd mit etwas 
Galle, von 7! an regelmabig. 

7'§ (Injektion Nr. 4) Sistieren sofort; dann Verlauf wie 
bei Injektion Nr. 1, Pause 3 Minuten. 
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regelmafige, an Volumen zunehmende Schiisse usw. 

nach der Pause ist dem ersten SchuB etwas dick- 
liches Material beigemengt: dasselbe laBt sich von jetzt an 
immer beobachten. 

8°° Entleerungen etwas seltener und etwas dicker. 

34__&42 14 Schiisse: die Pausen nach der Injektion sind 
allmithlich auf 10 Minuten gestiegen. 

9°7 (Injektion Nr. 13) nachher wahrend 15 Minuten keine 
Entleerung, dann einige dicke Schiibe: von jetzt an entleert 
sich fast nichts mehr. 

945 50 ecm Wasser mit der Schlundsonde eingefihrt, er- 
schienen sofort fast klar wieder. 

Abbruch des Versuches, Magenspiilung. 

Die entleerte Masse ist diinnfliissig, erbssuppengelb, sedi- 
mentiert. Das Sediment ist in den obern Schichten feinflockig, 
unten werden die Teilchen gréber: unverinderte Fleisch- 
kliimpchen sind nicht erkennbar. Reaktion sauer; keine freie HCI. 

Ergebnisse: 

Futter: 100 g Fleisch. 

Gesamtmenge des Entleerten (inklusive 50 ccm Wasser) 394 g. 

N-Gehalt des Fleisches 2,90 g N. 

Davon erscheinen wieder: 

a) in der Duodenalfistel 


b) im Magenspiilwasser #£420,064 

Wiedergefunden zusammen. .......... £2,258 ¢N 

Nicht wieder erschienen (resorbiert) .. . . . O,642 » » 
Vom gelésten Eiweifs waren 

mit ZnSO, aussalzbar (Albumosen) ...... . 0323 ¢N 

nicht aussalzbar (Peptone). .......... £41,101 >» 


Versuch 5 (9. IV.). 


(Kontrollversuch zu 4 unter genau gleichen Bedingungen. 


Hund II (wie oben). Vorversuch am 6. IV. 1 Hungertag. 

AuBerer Verlauf bis in die meisten Einzelheiten gleich 
wie bei 4. Erste Schiisse nach 12 Minuten. Nach Einfiihrung 
des Ballons Sminutiges Sistieren: spéter die Pausen nach den 
Injektionen steigend. 
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Ergebnisse: 
Futter: 100 g Fleisch. 
Gesamtmenge des Entleerten (inklusive 50 cem 
N-Gehalt des Fleisches 2,90 g. 
Davon erscheinen wieder: 
a) in der Duodenalfistel 


als ungeléstes Eiweilh ......... - 


b) im Magenspiilwasser 
Wiedergefunden im ganzen ....... 
Nicht wieder erschienen (resorbiert) . . . 

Vom gelésten Eiweifs waren 
durch ZnSO, aussalzbar (Albumosen) . . . 
nicht aussalzbar (Peptone). ....... 


Wasser) 336 g. 


.. 0597 g N 


. . 1,401 » » 
0,029 » » 


cee 


0.873 


. 0,243 ¢ N 


« 1,158 » 
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Uber Peptone. 
Von 
Walter Neumann. 


Mit 26 Kurvenzeichnungen. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Mai 1905.) 


Der Untersuchung der Peptone!) hatte sich bisher 
der Umstand hinderlich entgegengestellt, daB sie nicht in reinem 
Zustande gewonnen werden konnten. Nachdem Herr’ Prof, 
Siegfried in neuerer Zeit eine Methode zu ihrer Reindarstellung 
ausgearbeitet hatte, schien auch der Augenblick zur Inangriff- 
nahme einer eingehenderen Untersuchung gekommen, und es 
ist daher auf Herrn Prof. Siegfrieds Anregung hin diese 
Arbeit unternommen worden, um die von ihm und _ seinen 
Schiilern durch Anwendung rein chemischer Methoden bereits 
erlangten Aufschliisse durch die Mittel der physikalischen Chemie 
zu erweitern. Herr Prof. Siegfried war so liebenswiirdig, das 
von ihm, resp. nach seinen Angaben gewonnene Material in 
freigebigster Weise zur Verfiigung zu stellen. Da _indessen 
seine eigenen Peptonvorriite infolge der langwierigen und wenig 
ergiebigen Darstellungsmethode sehr beschrankt sind, so multe 
mit der Substanz im héchsten Mabe sparsam umgegangen werden, 


') Vergl. Paul Miihle, Versuche zur Reindarstellung des Ampho- 
peptons, Inauguraldissertation, Leipzig 1901. 
M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 164 (1902), Uber 
Antipeptone. 
Ebendaselbst, 8. 263, Fritz Miller, Beitriige zur Kenntnis der 
Antipeptone. 
289, Curt Borkel, Uber Pepsinfibrinpepton. 
320, Th. Kriiger, Zur Kenntnis der tryptischen Verdauung 
des Leims. 
Friedrich Wilhelm Scheermesser, Zur Kenntnis der pep- 
tischen Verdauung des Leims, Inauguraldissertation, Leipzig 
1903. 
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unter Ausschlub aller Versuche, welche nur irgendwie nennens- 
wertere Substanzmengen ertorderten. 

sisher hat Herr Prof. Siegfried sechs Peptone dargestellt, 
welche sich durchwegs als ausgesprochene Siiuren erwiesen. 
Die Aquivalentgewichte derselben hatte er aus den Baryum- und 
Zinksalzen zu bestimmen versucht, und obgleich die auf diese 
Weise ermittelten Zahlen in guter Ubereinstimmung mit den an 
wiisserigen Peptonlosungen durch die Gefrierpunktsmethode er- 
haltenen Molekulargewichten standen., so hat Herr Prof. Siegfried 
doch nicht ermangelt, darauf hinzuweisen, dali die Ergebnisse 
der Molekulargewichtsbestimmung mit grofer Vorsicht beurteilt 
werden miibten und dali die richtigen Molekulargewichte vor- 
aussichtlich grofer sein wiirden, als nach den Gefrierpunkts- 
messungen zu schlieben war. Da auf die baryum- und Zinksalze 
ebenso wie auf die Molekulargewichte der Peptone an spiiterer 
Stelle noch zurickgekommen werden soll, so sei hier nur erwiihnt, 
dafi die Zusammensetzung der Peptone bei den verschiedensten 
Darstellungen und trotz haufiger Umfallungen eine recht be- 
friedigende Konstanz aufgewiesen hat, was im Verein mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit einen Zweifel an der chemischen 
Individualitat der Peptone ausschlieben diirfte. 

Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der 
erwiihnten sechs Peptone 


Formel | Formelgewicht 
|. Trypsinfibrinpepton oder Antipepton C,,H,,N,O, 259 
2. Trvpsinfibrinpepton oder Antipepton B 273 
3. Pepsinfibrinpepton . C,,H,,N,O, 
4. PepsinfibrinpeptonB ........ .; C,,H,,N,0,, 
6. TrypsinglutinpeptonB 486 


Die zu beschreibenden Versuche haben sich auf die Peptone 
Nr. 1, 2, 3 und 5 erstreckt. Am eingehendsten konnte das 
Pepsinfibrinpepton a untersucht werden, da dieses am reich- 
lichsten zur Verfiigung stand. 
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Beschreibung. Die untersuchten Peptone sind weibe 
oder gelbliche Pulver von auberst geringem spezifischen Gewicht. 
In Wasser sind sie leicht, in den gewohnlichen organischen 
Losungsmitteln dagegen schwer loslich, ausgenommen in_ ge- 
schmolzenem Phenol. Sie sind optisch aktiv und zwar siémtlich 
linksdrehend. Auf Lackmuspapier wirken sie intensiv rotend, 
Dafi sie auch als Basen fungieren kénnen, also amphoteren 
Charakter besitzen, soll noch bewiesen werden. Sie sind iiuferst 
hygroskopisch. Um sie zu trocknen, wurden sie in 3—4 mm 
hoher Schicht in Wiigeglischen iiber Phosphorpentoxyd auf 60°, 
im spiiteren Stadium der Arbeit auf 69° erhitzt. Der Trocken- 
prozeBh wurde so lange fortgesetzt, bis im Laufe mehrerer Tage 
nur eine Abnahme von ca. 1°/o0 zu beobachten war.  Vollige 
Gewichtskonstanz konnte nie erreicht werden: In der Regel 
nahm das Trocknen 3—4 Wochen in Anspruch, hiéufig aber 
auch linger. 

Elektrische Leitfiihigkeit.!) Die Leitfihigkeitsbestim- 
mungen an wiisserigen PeptonlOsungen ergaben folgende Werte 
der molekularen Leitfiihigkeit (unter Annahme der auf Seite 5 
angegebenen Molekulargewichte). 


Pepsinfibrinpepton 


Technisches Priiparat?*) Priparat Borkel?) Differenz 
Lig 14,84 10.81 4,03 
Use 15.55 U31.68 41,50 4.25 
Ls 18.08 U63.36 12.97 
Uj2s 19,86 M1 26.7 14,57 5,29 
21,76 16.87 4.89 
U512 (26,52) 


(31,36) 

Alle Angaben tiber elektrische Leitfaihigkeit sind in reziproken 
Ohms ausgedriickt. 

*) Das «Priiparat Borkel» ist von Herrn Dr. Borkel (in der 
chem. Abteilung des physiologischen Instituts in Leipzig) hergestellt und 
mir mit seiner freundlichen Erlaubnis zur Verfiigung gestellt worden. 
Das technische Praiparat stammt aus der chemischen Fabrik von Heyden 
in Radebeul und ist nach Herrn Prof. Siegfrieds Vorschrift dargestellt. 
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Antipepton a Antipepton 8B 
Us 15.88 12.46 
Uig 18,01 14,14 
Use 20,44 15.81 
23,70 17.66 
28,82 20,24 
M256 36,99 (24,25) 
U512 (49,23) (30,58) 


M1024 (66,51) 


Die Leitfahigkeit des Wassers kommt bei den hédheren 
Konzentrationen nicht in Betracht. Diejenigen Werte, bei 
welchen sie 1°/o der gemessenen Leitfiihigkeit iibersteigt, sind 
eingeklammert. 

Wie ersichtlich, besitzt von den beiden  Pepsinfibrin- 
peptonen das technische eine hohere Leitfiihigkeit, und zwar 
unterscheiden sich die Werte fiir gleiche Verdiinnungen um 
eine nahezu konstante Grofe, was auf Verunreinigung des tech- 
nischen Priparates durch eine Spur eines Neutralsalzes hin- 
deutet. Die tbrigen drei Priiparate sind mir, ebenso wie das 
Priiparat Borkel als vollig aschefrei bezeichnet worden. Ob 
die gefundene Leitfihigkeit tatsichlich nur den Peptonen zukommt, 
oder ob sie nicht doch zum Teil auf Rechnung geringer Ver- 
unreinigungen salzartiger Natur zu setzen ist, hat sich nicht 


mit Sicherheit entscheiden lassen.!) Eine Dissoziationskonstante 
lift sich jedenfalls (unter der Annahme, bei hoheren Kon- 
zentrationen nur ein Wasserstoffion abgespalten wird) fiir keines 
der untersuchten Peptone berechnen, auch dann nicht, wenn 
man, um den Einfluf der vermuteten Verunreinigungen zu 
eliminieren, versuchsweise verschiedene Abziige von den ge- 
fundenen Leitfiihigkeitswerten macht. Die neuerdings erschienenen 
Abhandlungen von Walker?) iiber die Theorie der amphoteren 
Elektrolyte haben auch gezeigt, dafi das Ostwaldsche Ver- 
diinnungsgesetz auf letztere nicht ohne weiteres anwendbar ist. 


') Aus spiiter zu erwahnenden Versuchen geht indessen hervor, 
daf\ der Betrag salzartiger Verunreinigungen nur klein sein kann. 

*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd, XLIX, 8S. 82 (1904) und Bd. LI, 
S. 706 (1905). 
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Nach Walker findet bei einem amphoteren Stoff von der Zu- 
sammensetzung HAOH, welcher der Dissoziation nach den beiden 
folgenden Richtungen fiihig ist 

(1) HAOH = H: + AOH! 

(2) HAOH = HA: + OH’ 
zum Teil die Reaktion 

(3) ++ HA: OH’ = HA: + + H,0 
statt, und aus den Walkerschen Rechnungen ergibt sich, daf 
die Konzentration der durch letzteren Vorgang entstehenden 
Jonen unter Umstiinden tausendmal so grof sein kann, als die 
Konzentration der Ionen, welche der einfachen Siiuredissoziation 
(Vorgang 1) ihre Entstehung verdanken, Die Leitfahigkeit der 
Peptonlésungen gibt uns daher kein Mab fiir die Saurestirke. 
Leider lassen sich die Walkerschen Formeln nicht auf den 
vorliegenden Fall anwenden, da sie nur fiir einwertige amphotere 
Elektrolyte gelten, wir es aber, wie noch gezeigt werden soll, 
mit mehrwertigen zu tun haben, bei welchen die Gleichgewichts- 
verhiiltnisse noch viel verwickelter und unzugiinglicher liegen. 
Aus den Walkerschen Formeln abt sich ein nicht un- 

interessanter Schlub hinsichtlich des Verhaltens amphoterer 
Stoffe bei unendlicher Verdiinnung ziehen. bBezeichnet man 
die Dissoziationskonstante des Vorganges 

HAOH = H: AOH’ mit k, 
diejenige des Vorganges 

HAOH = HA: + OH’ mit k, 
so gilt nach Walker, wenn K das lonenprodukt des Wassers 
und u die Konzentration des nichtdissoziierten amphoteren 
Stoffes bedeutet 


Ky, 


K 
k. | 
(AOH’) = — u 
K 
Gi) | 
1+ 


Fir die OH-lonenkonzentration sich der analoge 
Ausdruck 
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berechnen. 

Bei unendlich grober Verdiinnung wird und in- 
folgedessen 

(HA’) = (AGH). = 0 
und = (OH) = 

Die Jonen HA: und AOH‘ verschwinden also, wiihrend 
die H- und OH‘-Ionen vollstiindig abgespalten werden.  Ein- 
wertige amphotere Stoffe wiirden daher bei groben Verdiinnungen 
einem Endwert der molekularen Leitfahigkeit zustreben, welcher 
sich aus den Wanderungsgeschwindigkeiten des H- und OH-lons 
zusammensetzt und daher weit grOber ist, als bei Siiuren und 
Basen, oder gar bei Salzen. 

Wasserstoffionkonzentration. Da, wie gesagt, die 
Leitfiihigkeit kein Mafi fiir die Wasserstoffionkonzentration 
lieferte und da sich die Methoden der Esterverseifung und der 
Rohrzuckerinversion als ungeeignet erwiesen hatten — die 
erstere wegen des Versagens der Indikatoren in Gegenwart 
der Peptone, die zweite wegen der zu geringen Geschwindig- 
keit —, so wurde versucht, die Wasserstoffionkonzentration 
wenigstens fiir das Pepsinfibrinpepton durch Messung der elektro- 
motorischen Kraft der Wasserstoffkette!) zu ermitteln. Die 
Versuchsanordnung war dieselbe, wie bei LOwenherz,?) mit 
den geringfiigigen Abanderungen, wie sie die Verwendung eines 
Fliissigkeits- an Stelle eines Luftthermostaten erheischte. Als 
Elektroden dienten paladinierte Goldbleche.?) Das eine Elektroden- 
gefii}S wurde mit !/16-molekularnormaler Peptonlésung, das 
andere mit '/s-normaler Natronlauge beschickt. Als Zwischen- 
elektrolyt diente bei einem Teil der Versuche  gesittigte 
NaCl-Lésung (zur Vermeidung von JDiffusionspotentialen), bei 
dem anderen Teil 14/s-normale NaCl-Losung. letzterem 


1) Le Blanc, Elektrochemie, 3. Aufl., S. 175. 
*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XX, 5. 283. 
") BOttger, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. XXIV, S. 260 (1897). 
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Falle wurde das Diffusionspotential an der Stelle Pepton-NaC] 
vernachlassigt, dasjenige an der Grenzflache NaCl-NaOH nach 
der Forme! 
MK 
+l, 
berechnet,!) wo I‘, und die Wanderungsgeschwindigkeiten 
der lonen des NaCl, I, und I, die gleichen Gréfen_ fiir 


Natronlauge bedeuten. Fiir 25° und bei Verwendung der 
Wanderungsgeschwindigkeiten, wie sie in Ostwald-Luther, 
Physiko-chemische Messungen angegeben sind, berechnet sich 
hiernach eine Korrektion von -+- 0,0172 Volt. 
Die Versuche ergaben: 

1. 0,554 Volt 

2. 055+ » | Zwischenelektrolyt gesattigte NaCl-Lésung 

3. 0,558» 
4. | 
5. 0,553 » 
6. 0,562 » | 


Mittel 0,557 Volt. 


Zwischenelektrolyt '/s-Norm.-NaCl-Lésung 


In den Versuchen 5 und 6 enthielt die Peptonlésung 
noch '/100-Normal-NaCl-Losung zur Erhdhung der Leitfahig- 
keit. Unter der Annahme, zu 
&4° ) dissoziert ist (diese Zahl ist aus Leitfahigkeitsbestimm- 
ungen berechnet), ergibt sich die Wasserstoffionkonzentration 
zu O,0O01L9 Mol. pro Liter. Eine !/16-molekularnormale Pepsin- 
Fibrinpeptonlésung ist demnach ungefiihr 0,0002-normal in 
bezug auf Wasserstoffion. Zum Vergleiche sei erwiihnt, dah 
eine ebenso konzentrierte Essigsiiureldsung eine Wasserstoff- 
ionkonzentration von O,00105 Mol. pro Liter besitzt. Die 
elektrische Leitfaihigkeit, welche der eben berechneten Saure- 
dissoziation des Peptons zukommt, ist natiirlich bedeutend ge- 
ringer, als sie bei den 14/1s-molekularnormalen Losungen 
(Priiparat Borkel) gefunden wurden. Doch wire dies, wie 
oben bereits erwiihnt, kein Beweis fiir das Vorhandensein von 


') Le Blanc, Elektrochemie, 3. Aufl., S. 188. 
*) Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. Ill, S. 174 (1889). 
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Verunreinigungen. Im Gegenteil ist ein solches Verhalten nach 
den Walkerschen Auseinandersetzungen sogar zu erwarten. 

Verhalten gegen kolloidale Goldlésung. Mit der 
relativ hohen Leitfahigkeit der Peptonldsungen steht ihr Ver- 
halten gegen kolloidale Goldlésung in Ubereinstimmung. Schulz 
und Zsigmondy!) hatten gefunden, dab gewisse Kolloide die 
Fillbarkeit von kolloidaler Goldlésung durch Elektrolyte  ver- 
hinderten, und zwar bedurfte es zur Verhinderung der Fiillung 
unter sonst gleichen Verhiltnissen verschiedener Mengen der 
verschiedenen Kolloide. Die beiden Forscher haben auf dieses 
Verhalten eine Methode zur Unterscheidung verschiedener Eiweib- 
arten gegriindet. bei dem Versuche, die Goldzahl auch fiir 
die Peptone zu bestimmen, stellte sich heraus, dai diese die 
Fiillung der GoldlOsung nicht nur nicht verhindern, sondern 
selbst hervorbringen. 

Bindungsvermogen der Peptone fiir Basen und 
Siituren — Aquivalentgewichte. Zur Feststellung des 
Bindungsvermogens der Peptone fiir Basen und Saéuren gelangte 
eine Methode zur Verwendung, deren sich Sjoqvist?) zum 
ersten Male zu Aquivalentgewichtsbestimmungen bedient haben 
diirfte.*) Die anderen hauptsachlich in Frage kommenden 
Methoden, Messung der elektromotorischen Kriéfte+) und der 
Inversionsgeschwindigkeit von Rohrzucker®) sind im vorliegenden 
Falle weniger gut verwendbar. Die verwendete Methode kommt 

') Zeitschritt f. d. ges. Biochemie, Bd. III. 

Zeitschrift f. anal. Chemie, Bd. XL, S. 697 (1901). 

*) Skand. Archiv fiir Physiologie, Bd. V, S. 277 (1895); Bd. VI, 
S. 255 (1896). 

5) Ahnliche Leitfahigkeitsversuche, wie die hier zu beschreibenden, 
sind schon viel friiher als die Sjéqvistschen angestellt worden. 

Vergl. z.B. Kohlrausch, Wied. Ann., Bd. XXVI, S. 225 (1885). 
Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. XII, S. 780 (1893). 
Daniel Berthellot, Ann. chim. phys., Bd. XXIV, 8. 5 (1891). 
Whitney, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. XX, 5. 45 (1895). 

Indessen scheint SjOqvist das in dieser Arbeit beniitzte graphische 
Extrapolationsverfahren zum erstenmal angewendet zu haben. 

*) Bugarszky und Liebermann, Pfliigers Archiv, Bd. LXXII, 
D1 (1898). 

°) Cohnheim, Zeitschr. f. Biologie, Bd. XXXIII, S. 489 (1896). 
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im wesentlichen auf ein Titrationsverfahren unter Verwendung 
der elektrischen Leitfahigkeit als Indikator heraus und griindet 
sich auf die im Vergleich zu den anderen lonen bedeutend 
hohere Wanderungsgeschwindigkeit der Wasserstoff- und 
Hydroxylionen. Das Prinzip sei an folgendem Beispiel erliutert. 

Wir denken uns eine Losung, welche durch Vermischen 
gleicher Volumina von 190-Normal-NaQH-Losung und ?/100-Nor- 
mal-HCl-Lésung entstanden ist, fortgesetzt mit !/100-Normal-HCl- 
Losung verdiinnt, sodab jedesmal das Volumen auf das Doppelte 
steigt. Dann werden die ersten vier LOsungen alle ‘100-normal in 
bezug auf NaCl sein, withrend der Gehalt an freier Natronlauge von 
“100 Mol. pro Liter in LOsung 1 auf O in Losung 4 fiillt. Infolgedessen 
wird eine stetige und rasche Abnahme des elektrischen Leitver- 
mogens stattfinden. Wird die Verdiinnung weiter getrieben, so 
besteht die durch sie bewirkte Veriinderung von jetzt ab darin, 
daf} an Stelle des langsam wandernden Natriumions das schnell 
wandernde H-lon tritt. Daher wird die Leitfaéhigkeit von Losung 4 
an wieder eine starke Zunahme zeigen. Die neutrale Losung 4, 
in welcher Natronlauge und Salzsiiure in iiquivalenten Mengen 
vorhanden sind, zeichnet sich demnach durch die niedrigste 
Leitfiihigkeit aus. Stellt man die Verhiiltnisse graphisch dar, 
indem man den Na-Gehalt als Abszissen, die Leitfihigkeit als 
Ordinaten auftriigt, so muf sich, da anfinglich die Leitfihig- 
keit proportional dem Na-Gehalt abnimmt, vom Neutralisations- 
punkt an hingegen proportional dem Na-Gehalt zunimmt, eine 
Kurve mit 2 geradlinigen Asten ergeben, deren Schnittpunkt 
dem neutralen Gemisch entspricht (Fig. 1). Die Abszisse dieses 
Schnittpunktes wiirde das Aquivalentgewicht von Natronlauge 
zu berechnen gestatten. 

Der eben betrachtete Fall betraf die Neutralisation einer 
starken Siiure mit einer starken Base. Ist hingegen der 
eine der beiden Elektrolvte schwach dissoziiert, wie dies ja 
auch bei den untersuchten Peptongemischen zutrifft, so ist der 
Verlauf der Neutralisationskurve in zwei Hinsichten von dem 
beschriebenen verschieden. Betrachten wir etwa den Verlauf 
fiir Salzsiiure-Anilingemische. Wiihrend bet den HCl-NaQH- 
Gemischen der Uberschulsy der NaOH die Leittihigkeit stark 
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erhOhte, und daher der Kurvenast, welcher die a!kalischen 
Gemische repriisentierte, stark geneigt war, wird ein Uber- 
schuf von Anilin tiber die von der Salzsiiure gebundene Menge 
praktisch keinen Einflu® auf die Leitfaihigkeit haben.  Infolge- 
dessen wird der Kurvenast, welcher die Gemische mit Anilin- 
iiberschuB darstellt, nahezu horizontal verlaufen. Die zweite 
Abweichung betrifft den Kurventeil in der Gegend des neutralen 
Gebietes und wird durch die Hydrolyse bewirkt. Da_ letztere 
die Leitfiihigkeit eines Salzes erhOht, so wird die Kurve des 
hvdrolysierten Salzes immer oberhalb derjenigen nicht- 
hydrolysierten liegen miissen. Es ist klar, dab die Hydrolyse 
um so grOber sein wird, je mehr sich das Verhiiltnis von 
Siiure und Base demjenigen ihrer Aquivalentgewichte niéihern 
wird, d. h. je naher wir dem Neutralisationspunkte kommen. 
Hingegen wird der EinfluBb der Hydrolyse ein um so geringerer 
sein, je grofer der Uberschu8 von Siiure oder Base ist, je 
weiter wir also auf den Kurveniisten vom Neutralisationspunkt 
weg gelangen, und bei geniigend groBem Uberschu8 des einen 
Bestandteiles wird man die Hydrolyse praktisch  vollig 
zuriickgedriingt betrachten diirfen. Fig. 2 stellt eine Kurve 
dar, berechnet fiir die Neutralisation einer schwachen Siiure 
(Dissoziationskonstante = 1. 2°¢10-'°) mit 4/100-Normal-NaQOH, 
unter der Annahme, dafi die Natronlauge und das gebildete 
Natriumsalz vollstiindig dissoziiert sind, wiihrend die Leitfiihig- 
keit der freien Siiture zu vernachliissigen ist. Aus der Figur 
ist ersichtlich, dah zwar die iuberen Teile (wo die Hydrolyse 
geniigend weit zuriickgedriingt ist) der beiden Kurveniiste wie 
in Fig. 1 geradlinig verlaufen, dafi aber an Stelle des scharfen 
Knickpunktes, auf welchen es uns hauptsiichlich ankommt, ein 
allmiihlicher Ubergang der beiden Kurveniiste ineinander getreten 
ist. Um nun die Lage des Knickpunktes fiir den Fall, daf er 
nicht durch Hydrolyse verwischt worden wiire, festzustellen, 
brauchen wir nur nach dem Vorgange SjOqvists die gerad- 
linigen Teile der beiden Kurveniiste bis zu ihrem Durchschnitts- 
punkte nach innen zu verlingern. Es ergibt sich auf diese 
Weise die Kurve des nicht hydrolysierten Salzes, deren Knick- 
punkt die gewtinschten Daten liefert. Die Methode gibt — Vor- 
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aussetzung ist natiirlich ein sehr genaues Koordinatenpapier — 
selbst bel sehr schwachen Siuren und Basen, speziell bei 
Verwendung nicht zu verdiinnter LOsungen, recht betriedigende 
Werte. Zum bBeweise sei hier eine Messung an Kreatin und 
Salzsiiture angefiihrt. Das Kreatin ist eine so schwache Base, 
dab es gegen Lackmuspapier vollsténdig neutral reagiert. 

Vor der Angabe der Zahlen sei kurz die Ausfiithrung 
des Versuches beschrieben. In ein 11-cem-K6lbchen wurden 
2 ccm einer Saizsiiure von solcher Konzentration gebracht, 
nach dem Auffiillen des K6lbchens bis zur Marke eine !/64-normale 
Salzsiiure resultiert haben wiirde. Vor dem Einpipettieren der 
Salzsiiure war eine bestimmte Menge Kreatin (das Mehrfache 
von der der Salzsiiure aiquivalenten Menge) in das Koélbchen 
gebracht worden. Nach dem Auffiillen des K6lbchens gelangte 
man daher zu einer Losung, welche Gemisch von 
1 s4-Normal-HCl mit einem grofen UberschuS von Kreatin dar- 
stellte. Diese Losung wurde nach Feststellung ihrer Leitfahig- 
keit im LeitfahigkeitsgefaBe in der iiblichen Weise!) mit 
verdiinnt und die Leitfihigkeit jedes- 
mal gemessen. Alle Losungen hatten demnach die gleiche 
Konzentration an Salzsiiure, wihrend die Konzentration des 
Kreatins mit jeder Verdiinnung abnahm und zuletzt auf sehr 
niedrige Werte sank. Sémtliche noch anzugebenden Leitfahig- 
keitsversuche sind in dieser Weise, also unter Konstanthaltung 
der HCl- (resp. NaOQH-) Konzentration ausgefiihrt worden, oder 
richtiger gesagt, unter Konstanthaltung der Gesamtchlorkon- 
zentration im einen, der Gesamtnatriumkonzentration im 
anderen Falle. 

Die Messungen an Kreatin ergaben die in der ersten Ta- 
belle auf Seite 227 angefiihrten Werte. 

Die erste Kolonne gibt die Konzentration des Kreatins 
in Gramm pro Liter an, die zweite in Bruchteilen der Kon- 
zentration der ersten (konzentriertesten) Loésung. Aus der 
Abszisse des Schnittpunktes der beiden Kurvenasymptoten be- 
rechnet. sich ein Aquivalentgewicht von 172, welches das 
theoretische trotz der groben Hydrolyse nur um &°/o wber- 


') Ostwald-Luther, Physiko-chem. Messungen, 8. 413. 
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steigt. Die Tatsache, daf bei sehr groBer Hydrolyse die nach 
dieser Methode ermittelten Aquivalentgewichte etwas zu 
ausfallen miissen, soll spiater noch eingehender besprochen 


werden. 

Kreatin mit ‘/64-Norm.-HCl (Fig. 3). 
| | Seen | 
| | gewicht gef. |  gewicht 

9.991 1072 | 
4.9955 0.2019 | 
2.4978 0.2896 > | 
1.2489 tls | 0.4260 > | | 
0.3123 0,5783 | 
01562 Veg | O.6062 > | 
0 0 0.6335» | 
| | 


Die Anwendbarkeit der Methode auch auf zweibasische 
Siiuren durch folgende Messungen an Tellursiure dar- 
getan werden. 


H,TeO, (+ 2H,O) mit '/20-Norm.-NaOH (Fig. 4). 


gH.TeO, im1 | B. | Spez-Leitfahigkeit | Adwvalent- | “/s-Formel 
| 


gewicht gef. gewicht 
46,01 | 4 | 0.3098 SZ 107 * | 
30.67 | >» | 
23.01 03229 > | 
15,34 | 03281» | 
11,50 | 0.3326 | 
7.068 | Ye | > | 
5.752 ts | > | 
2.876 | | 0.7515 | | 
1,438 | 09340 > | | 
0719 | ‘Ju | 1030 » | | 
03595 | us| 1076 > 
0.1798 | 4,097 > 


0 | O 1,28 
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Wiederholung des Versuchs ergab ein Aquivalentgewicht 
von 120, ein dhnlicher Versuch mit 4/6s-Normal-NaOH ein 
solches von 117. Um das aus einem Vergleich der beiden 
Figuren (4 und 5) deutlich ersichtliche Fortschreiten der Hydro- 
lyse mit der Verdiinnung der angewandten Losungen zu zeigen, 
moége auch letzterer Versuch hier angefiihrt werden. 


Tellurséiure mit '°/ss-Norm.-NaOH (Fig. 5). 


| 
gH,TeO,iml) B. Spez. Leitfahigkeit | 


| gewicht gewicht 
15.05 1 | 01161<107* | 
10,03 | | 01173 | 
7,525 01180 
5.017 | | 0.1187 » 
3.7625 | | 0.1199 
2.5084 0.1502 
18813 | | O1834 | 117 115 
09407 | 16 | 02679 » 
0,2352 | ‘ies 0.3489 
O1176 0.3640 
00588 | 0.3709 


Die gefundenen Aquivalentgewichte stimmen also auch 
bei der Tellursiiure in recht befriedigender Weise mit dem 
theoretischen (in diesem Falle dem halben Formelgewicht) 
iiberein. Wie aus den Figuren ersichtlich, gehen die Tellur- 
siiturekurven (von links nach rechts durchlaufen) ungefihr be: 
dem Punkte 1H,TeO,: 1NaOH in den horizontalen Ast tiber. 
Aus diesem Umstande schlossen Miolati und Mascetti.?) 
welche Autoren ihnliche Versuche mit Tellursiiure, aber in un- 
zweckmiibig verdiinnten Losungen anstellten, daf in Lésung die 
Tellursiiure nur ein Molekiil Natronlauge zu binden vermoge. 
weshalb sie dem Natriumtellurat die Forme! NajTe,Q, zuzu- 


') Gazz. chim. Ital., Bd. XXXI [1] (1901). 
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schreiben geneigt sind. Im Gegensatz zu dieser Ansicht ergibt, 
wie oben gezeigt, die graphische Extrapolation, dal die Tellur- 
siiure in LOsung sehr wohl auch das neutrale Salz Na,TeO, bildet. 

Bevor wir zu den Versuchen an Peptonl6sungen iiber- 
gehen, sollen hier noch einige Messungen an den bekannten 
Stoffen Glykokoll und Asparagin angegeben werden. Diese Ver- 
suche waren unternommen worden, einerseits um die Methode 
an Stoffen zu erproben, welche den Peptonen vermdge ihres 
amphoteren Charakters fhnlich sind, hauptséchlich aber, um 
den Einflub der Konzentration der verwendeten Lo6sungen 
auf das Ergebnis der Methode kennen zu lernen. Untersucht 
wurden Gemische von Glykokoll resp. Asparagin mit Natron- 
lauge und mit Salzsaure, und zwar gelangten letztere beiden 
in den Konzentrationen !/20, '/4o und ! 64 Molekiil pro Liter zur 
Verwendung. Um die Zahlen und Figuren nicht zu sehr zu 
hiiufen, seien hier nur die Versuche mit !/20- und !/64-normalen 
Losungen angefiihrt. 


Givkokoll (Formelgewicht = 75,08) 
mit '/go-Norm.-NaOH (Fig. 6). mit (Fig. 7). 
g Glykokoll | Spez. Leit- pen g Glykokoll. B | Spez. Leit- eos 
pro Liter | | fihigkeit | valent- pro Liter fiihigkeit | valent- 
| gewicht | —gewicht 
12.52 03649 » 10.073 %/3 0.5649 | 
10.74 (0,3653 7.009 O6058 » 
9396 |5/s 103663 (| 5.037 | 1/3 » 
8,352 03669 3.778  O.8684 
7,015 0,3677 >» 2,518 ‘Ye |1,142 > | 
3,79759 O8880 | 73,3 1,889 (1,325 > 79.45 
1.8788 0.7349 » | 0.9444 1,638 >» 
0,9394 %16 0.9292 | 0.4772 1.805 | 
04697 1024 > | 0.2361 "Yer 1891 
0.2349 1,073 1,935 | 
O1175 41281095 | 0.0590 1955 
0.0588 4256 1,109 > 0 QO 1.971 > 
0 | (1,127 > 
Wiederholung des Versuches Wiederholung des Versuches 
ergab ein Aguivalentgew. von 72,0 | ergab ein Aquivalentgew. von 82,7 
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mit '/e4-Norm.-NaOH (Fig. 8). mit */64-Norm.-HCl (Fig. 9). 
g Glykokoll Spez. Leit- ry g Glykokoll Spez. Leit- inn 
pro Liter | fiihigkeit valent- pro Liter | | fiihigkeit | valent- 
| gewicht | | gewicht 
9386 1 10,1225 1072) 9 384 '0,1816 X 107; 
6257 2/3 > 7,820 0.1859 | 
4,693 (01231 > 6,704 0,1901  » | 
3,129 |'/s '0,1233 5,865 01944 | 
2347 |'/, 10,1240 >» 5,214 O1990 | 
L178 fs 0,130» 4,692 02085 > | 
0.5867 | */16 0.2358 70,44 2,346 | 02544 » 
0.2934 » 1,173 03562 | 
O1467 "Yes 0.8286 >» 0.5865 '/16 O4708 
0,0734 |1/12910,3437 0.2933 0.5480 | 
0.0367 0.1467 0.5908 | 
0.018% 512 0,3561 0,0734 > | 
0 | 0 0.3632 >» 0,0367 
0 0 06361 > | 
Wiederholung ergab. . . 69,9 Wiederholung ergab . . . 98,5 
Asparagin (Formelgewicht = 151,2) 
mit '/eo-Norm.-NaOH (Fig. 10). mit '/2o-Norm.-HC] (Fig. 11). 

g Asparagin | Spez. Leit- | aca g Asparagin Spez. Leit- aioe 
im Liter fiihigkeit im Liter fiihigkeit 

gewicht /gewicht 
| 
29958 0,3232X 107°) 29,52 10,5136 107° 
24.65 OB254 >» | 19.68 05661 >» 
2113 O3271 14.76 > 
i849 O3284 » 984 0.7768 » 
1644 03295» 7.38 |"/4 
14,79 '/2 » 4,92 Ve |1,194 » 
7,395 | '/4 142 3.69 1,367 » 166 
3,6975 0,7143 >» 1845 1,652 | 
18488 » 0.9225 1,810 » | 
0.9244 1017» 04613 1.892 
04622 "Joa 1,068 0.2307 1/128 1,933» | 
O23511 1094 > O1154 1,950 > | 
O1156 1105 0 |0 1971 | 
0 0 112% > 
Wiederholung ergab. . . 143 Wiederholung ergab . . . 162 
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Spez. Leit- 
| valent- 

fiihigkeit | 
gewicht 


g Asparagin | 


im Liter 


g Asparagin | 


im Liter 


faihigkeit 


Spez. Leit- 


Aqui- 


valent- 
rewicht 
lg ch 


| 

t 


0.1092 
Q1104 » | 
O1110 
O1116 
>» | 
O.1134  » | 

| 


20,78 1 
13.85 */3 
10.39 
6.927 | 
5195 | 


2.098 


1.299) ‘16 0,2167 | 
0.3247 ‘Jes 0,3232 | 
01624 03419 | 
0.0812 03517 | 
0.0406 0.3550 » | 
0 0.3632 > | 
| | 
| | 
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In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte der gefun- 
denen Aquivalentgewichte fiir die verschiedenen Konzentrationen 


zusammengestellt. 


18.51 

15.43 

13,22 

11.57 

10.28 
9,255 
4,628 
2.314 
1.157 
0.5785 
0.2893 
O.1447 
0.0724 
0.0362 

0) 


Wiederholung ergab . 


10,1937 
0,2004 
'/, |0,.2142 
0.4907 
0.5967 
0.61638 
0.6259 
0.6308 
| 0.6361 


O,1801 > 107 


224 


» 
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Glykokoll (Formelgewicht = 75,08) 


Asparagin (Formelgewicht = 151,2) 


HCl 


HCl 


> 


NaOH NaOu | 
72,7 81,1 143 164 
49-Norm. 72.6 85.6 141 195 
64-Norm. 70,2 99,4 144 222 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dai die Aquivalent- 
gewichte gegen Natronlauge den theoretischen sehr nahe kommen, 
und daf sie von der Konzentration der Natronlauge (in dem 
untersuchten Konzentrationsintervall) unabhiingig sind. Die ent- 
sprechenden Neutralisationskurven (Fig. 6, 8, 10, 12) zeigen 
einen von der Hydrolyse sehr wenig beeinflubten Verlauf, schlieben 
sich also den Asymptoten der Kurven sehr gut an. Die «Aqui- 
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valentgewichte» gegen HCl dagegen sind samtlich zu grof und 
zeigen einen deutlichen Anstieg mit zunehmender Verdiinnung 
der Salzsiiure, wihrend die Kurven (Fig. 7, 9, 11, 13) eine 
recht betriichtliche Hydrolyse erkennen lassen. Es ist) auch 
leicht einzusehen, bei groBer Hydrolyse die Aquivalent- 
gewichte zu grof ausfallen miissen. Die Methode ist auf die 
Annahme gegriindet, dafi die geradlinigen Teile der Kurveniiste 
Lisungen entsprechen, in welchen durch den UberschuS des 
einen Bestandteils, d. h. der Siure oder der Base, die Hydrolyse 
vollstiindig zuriickgedriingt ist. Wenn der eine Bestandteil sehr 
schwach dissoziiert ist, trifft diese Voraussetzung nicht voll- 
stiindig zu, und es ist dann hauptsichlich der Einflub der Hydro- 
lyse auf die linke Asymptote der Kurve, welcher den Fehler 
bedingt. Der Schnittpunkt der Asymptote mit der Ordinatenaxe 
kann, da er die Leitfiihigkeit der reinen NaOH (oder HCl) dar- 
stellt, nicht beeinfluBt werden. Die anderen Punkte aber werden 
aus ihrer «Solllage» eine Versechiebung nach oben erfahren und 
zwar um so mehr, je tiefer sie gelegen sind. Infolgedessen 
erleidet die ganze Asymptote eine Drehung entgegengesetzt der 
Richtung des Uhrzeigersinnes, ihr Schnittpunkt mit der zweiten 
Asymptote wandert nach rechts und das Aquivalentgewicht wird 
zu grob. Zwar wird auch die rechte Asymptote in Mitleiden- 
schaft gezogen, da sie indessen nahezu horizontal verliéuft, so 
hat sie auf die Abszisse des Schnittpunktes und mithin auf das 
Aquivalentgewicht nur geringen Einflu$. Der eben geschilderte 
Ubelstand muB sich, da die Hydrolyse um so grifer ist, je ver- 
diinnter die L6sungen sind, in zunehmendem Mabe mit steigender 
Verdiinnung der verwendeten Losungen geltend machen, und 
man wird deshalb ein Wachsen der Aquivalentgewichte mit der 
Verdiinnung beobachten miissen. In Wirklichkeit ist die Hydro- 
lyse der einzige Umstand, welcher wesentliche Fehler der 
beschriebenen Methode verursachen kann, Ist sie gering, was 
sich in den Neutralisationskurven durch ein gutes Anpassen 
an die Asymptoten manifestiert, so wird das gefundene Aquivalent- 
gewicht mit dem theoretischen gut iibereinstimmen und von 
der Konzentration der Lésungen unabhiingig sein; ist sie hin- 
vegen betriéichtlich und schmiegt sich die Kurve den Asymptoten 
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schlecht an, so wird das Aquivalentgewicht zu grof ausfallen 
und mit der Konzentration der verwendeten NaQH- oder HCl- 
Losung variieren. Hieraus folgt der Grundsatz, speziell bei 
sehr schwachen Elektrolyten, moglichst konzentrierte Losungen 
zu verwenden und die Messungen auf ein grOferes Konzentrations- 
gebiet zu erstrecken. Aus der Variation der «Aquivalent- 
gewichte», wenn eine solche vorhanden ist, labt sich durch 
graphische Extrapolation mit ziemlicher Genauigkeit der richtige 
Wert berechnen. Fig. 14 stellt einen Versuch dar, aus den 
inden Versuchen mit Glykokoll und Salzsiiure erhaltenen Zahlen 
den richtigen Wert zu ermitteln. Die gefundenen « Aquivalent- 
gewichte» des Glykokolls sind als Ordinaten, die entsprechenden 
Verdiinnungen der HCI] als Abszissen aufgetragen. Die auf diese 
Weise sich ergebende Kurve ist’ bis zu ihrem Durchschnitts- 
punkt mit der Ordinatenaxe, welche der Verdiinnung ©, resp. 
der Konzentration x entspricht, verlangert, und die Ordinate 
dieses Schnittpunktes ist als dem richtigen Aquivalentgewicht 
zukommend betrachtet worden. Bei der Anwendung dieses 
Extrapolationsverfahrens wurde von der Erwiigung ausgegangen, 
dali die Verlingerung der Kurve in Fig. 14 die Anderung des 
Aquivalentgewichtes darstellen wiirde, falls die Salzsiiure in 
immer grOberer und zuletzt unendlich grofer Konzentration, 
pei welcher die Hydrolvse als vollstiindig zuriickgedriingt be- 
trachtet werden kénnte, zur Anwendung gekommen wire. [m 
Falle des Glykokolls fiihrte dieses Verfahren zu dem Aquivalent- 
gewicht 77,5 (theoretisch = 75,08). Weniger gut war das 
Resultat fiir Asparagin, wo sich 130 statt 151 ergab. 

Die am Glykokoll und am Asparagin gewonnenen Er- 
fahrungen werden spiiter dazu dienen, die Verhiltnisse bei 
den Peptonen leichter beurteilen zu lassen. Vor Wiedergabe 
der Neutralisationsversuche an PeptonlOsungen seien indessen 
noch einige allgemeine Bemerkungen iiber das graphische 
Extrapolationsverfahren vorausgeschickt. Dasselbe ist in der 
Form, wie es bisher in dieser Arbeit verwendet worden. ist, 
streng genommen nur fiir einwertige Verbindungen (d. h. nur 
fir einbasische Siiuren und einsiurige Basen) giiltig. Fir 
mehrwertige Verbindungen fiihrt es zu zu groBen Aquivalent- 
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gewichten. Dies ist aus Fig. 14a leicht ersichtlich. Die aus 
geradlinigen Teilen bestehende Kurve A B C D wiirde die Neutra- 
lisationskurve einer schwachen zweibasischen, hochmolekularen 
Siiure H,A bei Wegfall der Hydrolyse darstellen. Von A bis B 
wiirde Bildung des Salzes Na,A statttinden, von b bis C dagegen 
die Bildung des sauren Salzes NaHA. Bel einer hochmole- 
kularen Siiure wird der Kurventeil BC nahezu horizontal ver- 
laufen, da die Anionen A“ und HA‘ keine erheblich  ver- 
~<chiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten haben werden. Von 
C an bis D findet wieder ein miibiges Ansteigen der Leitfahig- 
keit statt, entsprechend der Zunahme der nicht zur Salzbildung 
verbrauchten Siiure. Die experimentell bestimmte Kurve wird 
infolge der Hydrolyse etwa den Verlauf A ED haben. Fiir 
die Berechnung des Aquivalentgewichtes mafgebend ist die 
Abszisse des Punktes Bb, und es ist klar, dab der Schnittpunkt 
der Asymptoten (F) eine zu grobe Abszisse haben muh. Da- 
geven erhilt man einen viel richtigeren Wert, wenn man durch 
den tiefsten Punkt der beobachteten Kurve (also durch P) eine 
Horizontale legt, ihren Schnittpunkt G mit der Asymptote AF 
austindig macht und dessen Abszisse zur Aquivalentgewichts- 
berechnung verwendet. Der Fehler, welcher durch die friihere 
Extrapolationsmethode bedingt wird, ist um so grober, je steiler 
die Linie CD verliiuft, bei den Peptonen, bis auf die <Anti- 
peptone, im allgemeinen ziemlich gering. Es sei noch bemerkt, 
dah bei vollstindiger Zuriickdringung der Hydrolyse in’ der 
Nithe von A, die eine Extrapolationsmethode (Punkt F) zu 
grobe, die andere hingegen (Punkt G) zu kleine Werte liefern 
mul. Man miibte demnach zwei Grenzwerte erhalten, zwischen 
welchen der richtige liegen sollte. In Wirklichkeit wird jedoch 
der Hauptfehler gewohnlich in der Ablenkung der Linie AF 
liegen, sodafi beide Methoden zu grofe Werte lefern. Im 
folgenden werden in der Regel die nach beiden Methoden ge- 
fundenen Werte gegeben werden. Die dem Punkt F_ ent- 
sprechenden Zahlen werden durch Klammern bezeichnet werden. 

Fiir drei- und mehrwertige Verbindungen gelten  selbst- 
verstindlich ganz aihnliche Betrachtungen. Das zweckmiibigste 
Extrapolationsvertahren ist das gleiche wie bei den zweiwertigen. 


Aa 
te 
= 
q 
| + 
4 
3 
‘ 
\ 
| 
| 


Uber Peptone. 235 

Die Anwendung der Leitfihigkeitsversuche auf die Peptone 
bestiitigte zunichst, daB die letzteren aufer Natronlauge auch 
Salzsiiure zu binden vermogen. Es war zu erwarten, dab, 
wenn die Peptone einheitliche Stoffe waren, und falls die 
Hydrolyse die Resultate nicht stark beeinflubt hatte, die ge- 
fundenen Aquivalentgewichte gegen Natronlauge und gegen 
Salzsiiure, fiir jedes Pepton in einem einfachen ganzzahligen 
Verhiiltnisse stehen wirden. Wie die folgenden Messungen 
zeigen, hat sich diese Erwartung an samtlichen vier gemessenen 
Peptonen in recht befriedigender Weise bestatigt. 


Pepsinfibrinpepton a@ (Priparat Borkel) 


mit 'j64-Norm.-NaOH (Fig. 15). mit (Fig. 16). 
| 
g Pepton | Spez. Leit- Aqui- g Pepton | | Spez. Leit- Aqui- 
im Liter || fahigkeit | im Liter | fahigkeit | 
gewicht | | gewicht 
3339 | 1 (01385107? 3225 1 01610107? 
2225 0.1246 > 21.50 01510 >» | 
16.70 fe 1613 te OL479 
A174 242 4032's 03125 | 367 
2,087 0.2236» (#54) 2.016 ie 04631» | (346) 
1044 0.2929 > 1,008 05469 > 
0.5218 10.3243 >» | 0.5906 > 
0,2609 0.3895 > 0.2525 es'0,6115 > 
0) 03632 » 0) ) U,63828 
_ Wiederholung ergab als 
Aquivalentgewicht. . . . 255 
(262) 


Verhiltnis der beiden Aquivalentgewichte 2:3. 
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Pepsinglutinpepton a@ 


mit NaOH (Fig. 17). mit ‘e4-Norm.-HCl (Fig. 18) 
Pepton | Spez. Leit- Aqui- Pepton | ; | Spez. Leit- | Aqui- 
im Liter | fihigkeit ews im Liter | fiihigkeit 
| jgewicht | 7 | gewicht 
| | | 
31.33 | 1 0,1329X107?) 31.35 | 0,1581X107? 
2089 01204 20,90 | 
15,67 42 O1150 > | 15.68 tf, OL496 > | 
833 Ye 7,838 0.2031 | 
3,917 0.1743 | 3.919 0.3788 » | 465 
1958 0.2636 (328) 1.9590 0.5022» (476) 
0.4896 0.3357 04899 0,5998 | 
0) 0.3632 | 0 0.6328 | 
Verhiltnis der Aquivalentgewichte 2: 3. 
Trypsinfibrinpepton (Antipepton a) 
mit '/e4-Norm.-NaOH (Fig. 19). mit (Fig. 20). 
Pepton | Spez. Leit- Aqui- g — - Spez. Leit- Aqui- 
valent- valent- 
im Liter | | fiihigkeit sunita im Liter | fihigkeit peer 
24.85 02178% 107? 28,00 10.2663 107* 
16,57 10,1784 > 1867 |% (02318 | 
1243 101577» 14,00 0.2176 | 
6213 0.1265 | 7.000 7h > | 
3.106 O1206 8,500 0.3529 » 
1553 0.2114 1,750 04740 > 290 
0.7766 '/32 O.2847 (164) 0.8750 0.5493 | 
0.3883 (“es O,3224 > 0,4375 | OD894 | 
O1942 yes 03402» 0.6108 > | 
03496 0 06328 > | 
0) » | | | 


Verhiltnis der Aquivalentgewichte 1: 2. 
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Trypsinfibrinpepton (Antipepton 


mit 1.0#9/64-Norm.-NaOH (Fig. 21). mit 64-Norm-HCl (Fig. 22). 
g Pepton. | Spez. Leit- Aqui. g Pepton Spez. Leit- 
im Liter | | fihigkeit ee im Liter | fahigkeit anee 
2450 1 02140107? 36,90 0.2688 107? 
16.33 (*/s O1791 | 24.60 0,2250 

12.23 0.1621 | 18.45 0.2065 

6,125 (01382 » | 9,225 (0.2038 >» 

3,063 Js 01753 » | 194 4.613 |% \03266 » | 397 

1,531 |e (02738 | | 92306 [0.4680 

0.7657 03260 > | 1153 05497 > 

0.3829 ‘ee 0.3523 > 0.5766 05931» 

0.1915 0.3664 | 0.2883 » 

0.0958 > | 0 0 06382» 

0 0.3829 | | 


Verhaltnis der Aquivalentgewichte 1: 2. 
Fiir das Pepsinfibrinpepton a@ wurden dieselben Versuche 
noch mehrfach mit technischen Préaparaten durchgefiihrt. Es 
ergaben sich fiir die Aquivalentgewichte die Werte: 


Mit '/es-Norm.-NaOH Mit */64-Norm.-HCl 
240 (249) 351 (356) 
235 (250) 346 (35d) 


350 (357) 

Bei allen vier untersuchten Peptonen zeigt sich in ganz 
auffallender Weise ein einfaches ganzzahliges Verhiiltnis der 
Aquivalentgewichte, bei den ersten beiden 2:3, bei den zwei 
letzten 1:2. Diese Tatsache liiSt sich am einfachsten durch 
die Annahme deuten, dafhB das Pepsinfibrinpepton und 
das Pepsinglutinpepton dreibasische Siiuren und 
zweisdurige Basen sind, wiihrend die beiden Anti- 
peptone als zweibasische Siuren einsiiurige 
Basen zu betrachten wiren. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Glykokoll und Asparagin 
hatten es wiinschenswert erscheinen lassen, die Leitfiihigkeits- 
messungen an Peptonldsungen be! mehreren namentlich gréferen 
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Konzentrationen wiederholen. Leider war infolge 
Substanzmangels nur Pepsinfibrinpepton mdglich. Die 
Abhiingigkeit der « Aquivalentgewichte» von der Konzentration 
ist aus folgender Zusammenstellung ersichtlich. 

'yo-Norm.-HCl 


3d0 B49 364 
's12-Norm.-HC€l 
410 450 
234 230) 238 [233] 


Mit Natronlauge konnte nur bis zur Verdiinnung 1128 
Mol. pro Liter gegangen werden, weil die Fehler infolge der 
Kohlensiiureabsorption in noch verdiinnteren Losungen zu grof 
sind. Schon der Wert. fiir ist etwas 
unsicher und deshalb in der Tabelle eingeklammert. 

Fiir die '20-Normallésungen, bei welchen die Verhiilt- 
nisse am giinstigsten legen, seien hier noch die Zahlen und 
Kurven angegeben. 


Pepsinfibrinpepton @ (technisch) 


mit '/eo-Norm.-NaQOH (Fig. 23). mit '/xo-Norm.-HCl (Fig. 24). 
Pepton Spez. Leit- | 44% Pepton Spez. Leit- 
im Liter faihigkeit im Liter | fiihigkeit 
| gewicht —gewicht 
77.66 1 0.3298 107?! 77.97 0,4039X 107? 
64,71 10,3229 » | 6497 > 
48,54 03140 > | 48,73 > 
43,15 03117 > | 43.32 Jp O4008 >» | 
BR.83 0.3097 | 38,98 0.4022 » | 
1942 03079 » | 25.99 04240 | 347 
Y708 O4665 (236) 19,49 4 0.4974» (347) 
4,854 (0.7799 | 9.746 1.105 
2427 0.9478 | 4873 61,5381 | 
1.214 "ea 1,032 | 2437 1,750 
O,6068 ‘ies 1075 1,218 1,861 > | 
0.3034 "ese 1,097 0.6092 "res 1.917 | 
0,1517 > | 0.3046 | 
0 >» 0 |0 11.971 » | 
Wiederholung ergab . . . 234 Wiederholung ergab . . . 340 
(236) (340) 
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Die Zusammenstellung auf Seite 238 Jabt erkennen, dab 
die Aquivalentgewichte ber den grofen Verdiinnungen der Salz- 
stark veriinderlich sind, dab aber in Intervall von 
bis t/20-normalen Losungen die Verinderlichkeit bereits 
sehr gering geworden ist. Auch die Aquivalentgewichte eegen 
Natronlauge zeigen in demselben Intervall so gut wie keine 
Veriinderlichkeit. Dies ist ein Hinweis darauf, dali die ge- 
fundenen Aquivalentgewichte von der Hydrolyse nicht mehr 
stark in Mitleidenschaft gezogen und mithin von den richtigen 
Werten nicht mehr weit entfernt sein konnen. Dammit in 
Ubereinstimmung steht, daB die Kurven, namentlich fiir ? 20- 
normale Lésungen, sich den Asymptoten bereits sehr gut an- 
schlieben und zwar bedeutend besser, als die Kurven_ fiir 
Glykokoll oder Asparagin mit Salzsiiture von gieicher Kon- 
zentration. (Vergl. Fig. 7, 11, 25 und 24). Es ist daher 
eine sehr bedeutende Fiilschung der Aquivalentgewichte durch 
Hvdrolvse um so unwahrscheinlicher, als die Versuche mit 
Glykokoll und Asparagin im Mittel Werte lieferten, welche im 
Vergleich zu den richtigen nur um 8 resp. 9° 0 zu gros sind. 
Summiert man die verschiedenen Anzeichen zusammen, so er- 
gibt sich der Sehlub, dafi bei dem = Pepsinfibrinpepton die 
ceringe Verinderlichkeit der Aquivalentgewichte mit 
der Verdtinnung (im Bereiche der gréferen Konzen- 
trationen), die nur geringe Hydrolyse andeutende Ge- 
stalt der Neutralisationskurven und schlieBlich das 
deutlich ausgesprochene Verhiltnis 2:3 der Aqui- 
valentgewichte gegen eine bedeutende Abweichung 
der in den konzentriertesten Lésungen gefundenen 
Aquivalentgewichte von den richtigen Werten sprechen. 
Auf die hieraus sich ergebenden Konsequenzen beziiglich des 
Molekulargewichtes und der Formel des Pepsintibrinpeptons 
soll spiiter (Seite 244) eingegangen werden. 

Um der auf Seite 237 ausgesprochenen Ansicht iiber die 
Basizitét der Peptone noch einige Stiitze zu verleihen, wurde 
versucht, die Basizitiit nach der Ostwaldschen Regel.!) durch 


1) Ostwald-Luther, Physiko-chem. Messungen, 5. 4253. — Le 


Blanc. Elektrochemie, 3. Aufl. S. 104. 
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Bestimmung der Differenz der aquivalenten Leitfahigkeiten der 
Natriumsalze bei den Verdiinnungen 1024 und 32 zu ermitteln. 
Die '/s2-normalen Loésungen wurden synthetisch aus Pepton 
und Natronlauge hergestellt, und zwar enthielten die LOsungen 
(zur Kinschriinkung der Hydrolyse) einen Uberschuf von mehreren 
Prozenten Pepton iiber diejenigen Mengen, welche nach den 
oben erwihnten Leitfahigkeitsversuchen der Natronlauge iqui- 
valent gewesen waren. Die Losungen reagierten trotzdem 
deutlich alkalisch, auch zeigen die hohen Leitfahigkeitswerte, 
dah die Hydrolyse nicht vollstiindig zuriickgedriingt war. Die 
erhaltenen Differenzen wiirden allerdings ausnahmslos zugunsten 
der ausgesprochenen Annahmen beziiglich der Basizitiit sprechen. 


Pepsintibrinpepton  Glutinpepton  Antipepton  Antipepton 
(Priparat Borkel) 


Rio 106.6 105.5 90,76 
72,3 77,5 75,8 72.98 82.2 
Differenz 29,6 29,1 29,7 17,78 22.5 


Mithin witirden auch diese Versuche zu dem Ergebnis 
fiihren, dafh das Pepsinfibrinpepton und das Pepsinglutinpepton 
als Siituren dreibasisch, die beiden Antipeptone zweibasisch sind. 

Mit Pepsinfibrinpepton wurde noch ein derartiger Versuch 
ausgefiihrt, doch enthielt’ die Losung doppelt so viel Pepton 
als im vorhergehenden Versuche. Dem hiernach zu erwartenden 
Dinatriumsalze (an Stelle des Trinatriumsalzes) mubte eine 
Differenz von ca. 20 Einheiten entsprechen. In guter Uber- 
einstimmung mit dieser Erwartung ergab sich 


== 84,29 
As, == 66,33 
Differenz = 17,96 


Der Winkelblech-bredigsche Kunstgriff der Zurtick- 
dringung der Hydrolyse durch einen Uberschuf der schwachen 
Siiure!) war in dem vorliegenden Falle nicht anwendbar, schon 
aus dem einen Grunde, weil ein erheblicher UberschuS an 
Pepton zur Bildung saurer Salze gefiihrt hatte. Aber auch ganz 
abgesehen davon wiirde dieses Mittel hier versagt haben. Ein 
Blick auf die Neutralisationskurven mit Natronlauge zeigt, dab 


') Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. XXXVI. S. 546. 
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bei Glykokoll und Asparagin die rechte Asymptote ganz wenig 
nach unten geneigt ist. Ein Uberschu8 der genannten Stoffe 
bringt also nur eine Zuriickdriingung der Hydrolyse und keine 
Erhoéhung der Leitfahigkeit hervor. Anders verhalten sich die 
Peptone. Hier zeigen die rechten Asymptoten der Neutralisa- 
tionskurven, speziell bei den verdiinnteren Loésungen einen 
sehr merklichen Anstieg, also eine ErhOhung der Leitfiihigkeit 
durch einen Peptoniiberschu$. Man wiire daher durch An- 
wendung des Bredigschen Verfahrens zu viel groben 
Werten gelangt. 

In Zusammenhang mit dem Gesagten steht, dab die LOsungen 
mit groberem Peptoniiberschu} sauer reagierten, wiihrend selbst 
die Lisungen mit den gréBten verwendeten Uberschiissen an 
Glykokoll oder Asparagin immer noch stark bliuend auf Lack- 
muspapier wirkten. Man wird hieraus schlieBen diirfen, dab 
die Peptone starkere Siiuren sind als Glykokoll und Aspa- 
ragin, Dah die Neutralisationskurven der Peptone trotzdem 
eine grofere Hydrolvse zeigen, diirfte in der Mehrwertigkeit 
derselben seinen Grund haben, da die Salze mehrbasischer Siiuren 
(resp. mehrsiiuriger Basen) bekanntlich mehr hvdrolysiert sind, 
als solche einwertiger. 

Im allgemeinen ist zu den Leitfihigkeitsmessungen zu be- 
merken, dali sich die beobachteten Leitfahigkeitswerte aus- 
nahmslos momentan einstellten, ebenso wie bei den Versuchen mit 
Kieralbumin von SjOqvist!) und von Ladislaus v. Rohrer.*) 
Diese Tatsache, namentlich aber der Umstand, da siimtliche 
Peptonsalze groBe Hydrolyse zeigen, wie sie den Salzen schwacher 
Sduren oder Basen zukommt, ist als Beweis dafiir anzusehen, 
da die Peptone nicht zu der Klasse der Pseudosiiuren und 
Pseudobasen*) gehdren. Ein gleiches gilt vom Kreatin. Auch 
hier waren die Leitfahigkeitswerte der salzsauren LOsungen von 
der Zeit unabhiingig und die Salzsiiure konnte (wie es die 
sehr grofe Hydrolyse, auf welche die Neutralisationskurve hin- 


loc. cit. 

*) Archiv fiir d. ges. Physiologie, Bd. XC, S. 368 (1902). 

°) A. Hantzsch, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXXII, 1, 
>. 575 (1899); Bd. XXXII, 3, S. 3066 (1899). 
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deutete, vermuten lieB) mit Barytwasser und Phenolphtalein zuriick- 
titriert werden. Amphoteren Charakter zeigte das Kreatin nicht, 

Ks bleb noch wiinschenswert, nachzuweisen, dab die 
Peptone durch Natronlauge und durch Salzsiiure unter den 
Verhiiltnissen, wie sie bet den Leitfiihigkeitsmessungen vorlagen, 
keinerlei tiefgreifende Verinderung erleiden. Zu diesem Zwecke 
wurden gleiche Mengen von Peptonlésung, Salzsiiure und Natron- 
fauge gemischt. (Salzsiure und Natronlauge waren einander 
fiquivalent.) Das erste Mal wurde zur PeptonlOsung zuniichst 
die Natronlauge und erst nach zirka einer Stunde die Salzsiiure 
hinzugefiiet: das zweite Mal geschah der Zusatz in umgekehrter 
Lethenfolge, und das dritte Mal wurden Salzsiiture und Natron- 
lauge gemischt, be vor sie zur Peptonlosung hinzugesetzt wurden, 
In allen drei Fiillen ergab sich die gleiche Leitfihigkeit. Wiire 
auBber dem (umkehrbaren) Neutralisationsprozeh noch eine che- 
mische Umwandlung der Peptone vor sich gegangen, so_hiitte 
sich dies wahrscheinlich durch eine Anderung des Leitver- 
mogens verraten. 

Molekulargewichte und Formeln. Vor der Erorterung 
der Folgerungen, welche hinsichtlich der Molekulargewichte 
und der Formeln der Peptone aus den Leitfihigkeitsversuchen 
zu zichen sind, seien noch einige Bemerkungen ber die auf 
Seite 217 angegebenen Formeln und ihre Grundlagen voraus- 
geschickt. 

Fiir die Wahl dieser Formeln waren mafgebend gewesen: 

1. Die Resultate der Elementaranalyse der Peptone. 

2. Die Zusammensetzung der Baryum- und Zinksalze. 

Den unter 1. angefiihrten Resultaten wurde mit Recht von 
jeher keine entscheidende Bedeutung fiir die Wahl der Forme! 
beigemessen, weil bei so hochmolekularen Stoffen die Genauigkeit 
der Elementaranalyse nicht mehr ausreicht, um die Aufstellung 
einer bestimmten Formel zu gestatten. Im wesentlichen stiitzten 
sich also die Formeln auf die Zusammensetzung der Baryum- 
und Zinksalze. Sehr zugunsten dieser Salze sprach, dab der 
Zinkgehalt des einen dem Baryumgehalt des anderen aquivalent 
war und weiter, dab bei den verschiedenen Darstellungen Salze 
von gleicher Zusammensetzung gewonnen wurden. Trotz dieser 
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unzwelfelhaft Vertrauen erweckenden Umstiinde legen die hier 
mitgeteilten Versuche einen sehr wesentlichen Einwand gegen 
die beiden Salze nahe. Die Neutralisationskurven der Peptone 
mit NaOH zeigen durchwegs eine bedeutende Hydrolyse der 
Natriumsalze an. Die Baryumsalze miissen daher ebenfalls sehr 
stark hydrolysiert sein und in noch viel héherem Mabe wird 
dies bei den Zinksalzen zutreffen, weil Zinkhydroxyd als iiuBerst 
schwache Base mit der ebenfalls sehr schwachen «Peptonsiiure » 
nur unvollkommene Salzbildung eingehen wird. Das Pepton 
als dreibasische Siiure betrachtend (fiir die folgenden Betrach- 
tungen ist tbrigens die Basizitit prinzipiell gleichgiiltig), wollen 
wir es mit H,A bezeichnen. Aus den eben angestellten Er- 
wiigungen wiirde folgen, falls wir das normale Zinksalz 
(sofern dessen Darstellung tiberhanpt moglich wiire) 
in Wasser zu lOsen versuchten, folgender Vorgang bis zur Er- 
reichung eines Gleichgewichtes stattfinden wiirde : 
Zn,A, 6H,O == 3 Zn(OH), -+ 2 

und da das Zn(OH), eine geringe Loslichkeit besitzt, wiirde 
dasselbe fest ausgeschieden werden. Die Losung wiirde dem- 
nach weniger Zink enthalten, als dem Pepton in Wirk- 
lichkeit &quivalent ist. 

Bei der Darstellung der Zinksalze wurde nun so verfahren, 
dab ZnO mit Peptonlésung aufgekocht wurde, und dah die 
resultierende Losung nach dem Filtrieren entweder eingedampft 
oder nach dem Einengen mit Alkohol gefillt wurde. Es wurde 
also bei der Darstellung von den Stoffen ausgegangen, welche 
in obiger Gleichung auf der rechten Seite stehen, und es ist 
klar, wir auf diese Weise bestentalls zu einer Losung 
gelangen kénnen, die der vorhin durch Aufl6sen von normalem 
Zinksalz erhaltenen gleich ist, also ebenfalls einen zu niedrigen 
Zinkgehalt aufweist, und zwar miibte es direkt ein Zufall sein, 
wenn Zink- nnd Peptongehalt der Losung in einem stéchio- 
metrischen Verhiiltnis zu einander stiinden. Der gleiche Ein- 
wand wie die Lésung trifft auch ihr Eindampfungsprodukt, und 
auch das mit Alkohol gefiillte Zinksalz unterliegt a&hnlichen 
bedenken, da das in absolutem Alkohol unlésliche Pepton mit 
dem Salz mitgefillt werden diirfte. 
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Ahnliche Einwiinde lassen sich gegen das Baryumsalz 
erheben. Dargestellt wurde dasselbe durch Zusatz von Ba‘OH), 
und Ausfiillen des «tiberschiissigen» Baryumhydroxyds durch 
Kinleiten von Kohlensiiure. Auch hier diirfte man zu einem 
Gleichgewichtszustand gelangen, der etwa durch folgende 
Gleichung ausgedriickt werden mag: 

Ba,A, +- 3H,CO, <== 3 BaCO, + 2H,A 
und auch hier braucht der endgiiltige Baryumgehalt der Losung 
in keinem stochiometrischen Verhiltnis zu ihrem Peptongehalt 
zu stehen. 

Dali die Salze bei den verschiedenen Darstellungen gut 
iibereinstimmende Werte lieferten, wird eine Erkliirung wohl 
darin finden, daf bei der Sparlichkeit des Materials fiir die 
Darstellungsversuche hauptsichlich der Gesichtspunkt der guten 
Ausbeute mabgebend gewesen sein diirfte, wodurch die Kon- 
zentrationsbedingungen in ziemlich gleichmiibiger Weise  ge- 
regelt’ wurden. 

Wenn nun in den folgenden Erorterungen ein Widerspruch 
gzwischen der wahrscheinlichsten Deutung der Neutralisations- 
versuche und den auf Seite 3 angegebenen Formeln zutage 
tritt, so wird man nach den obigen Ausfiihrungen diese Deutung 
hierdurch noch nicht als widerlegt erachten diirfen. 

Nimmt man die fiir das Pepsinfibrinpepton aufgestellte 
Behauptung, dab es eine dreibasische Siiure und eine zweisiurige 
Base sei (Seite 237), als zutreffend an, so folgt, dafi das Mole- 
kulargewicht das Dreifache des Aquivalentgewichtes gegen Natron- 
lauge und das Doppelte desjenigen gegen Salzsiure sein mul). 
Unter der Voraussetzung, dal die in den !/20-normalen Losungen 
ermittelten Aquivalentgewichte (Seite 238) richtig sind, gelangt 
man zu den Werten 702 resp. 688. Aus der von Borkel und 
von Miihle dem Pepsinfibrinpepton zugeschriebenen Forme! 
C,,H,,N,0, (Seite 217) wiirde ein Formelgewicht von 515 (oder 
einem ganzzahligen Vielfachen davon) folgen. Wenn auch zu- 
zugeben ist, dab die nach der Leitfithigkeitsmethode selbst in 
den !/20-normalen Lisungen gefundenen Aquivalentgewichte noch 
etwas zu grof sein konnen, so kann dieser Fehler doch nicht 
liber 30°/o betragen, wie dies der Fall sein miibte, wenn das 
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Molekulargewicht 515 wiire. Dieser letztere Wert erscheint 
demnach als ausgeschlossen. 

Noch eine Méglichkeit bliebe iibrig, die Miihle-Borkelsche 
Formel mit den Ergebnissen der Leitfihigkeitsversuche in Kin- 
klang zu bringen. Schreibt man niimlich dem Pepsintibrin- 
pepton die doppelte Formel (C,,H,,N,O,), zu und betrachtet es 
als funfbasische Siure und dreisiiurige Base, so gelangt man 
zu dem Molekulargewicht 1030 und zu den beiden Aquivalent- 
gewichten 206 und 343. Experimentell gefunden wurden 234 
und 344. Die Abweichung zwischen dem gefundenen und dem 
berechneten Aquivalentgewicht gegen Natronlauge (234 und 2 6) 
ist recht betriichtlich, wiirde aber eventuell noch durch die Ver- 
suchsfehler zu rechtfertigen sein. Indessen wird diese Inter- 
pretation dadurch sehr unwahrscheinlich gemacht, dab die Basi- 
zitatsbestimmungen nach der Ostwaldschen Regel (Seite 240) 
ebenso wie das Verhiiltnis der beiden Aquivalentgewichte auf 
eine dreibasische Saure hindeuten. Wegen der Hydrolyse der 
Salze hiitte man nach dieser Regel eher zu hohe als zu niedrige 
Werte fiir die Basizitaét erwarten sollen. Alles in allem fiihren 
die verschiedenen Leitfiihigkeitsversuche zu dem Schluf, dab 
dem Pepsinfibrinpepton am wahrscheinlichsten eine zu einem 
Molekulargewicht von 650— 700 fiihrende Formelzukommen dirfte. 

Durch Gefrierpunktsbestimmungen lift sich die Frage nicht 
entscheiden. Molekulargewichtsbestimmungen in wiisserigen 
Losungen, von Herrn Prof. Siegfried und seinen Schiilern aus- 
gefiihrt, schienen allerdings fast ausnahmslos, d. h. bei siimt- 
lichen Peptonen in guter Ubereinstimmung mit den aufgestellten 
Formeln zu stehen. Die folgende Zusammenstellung enthalt die 
gefundenen Werte: 


Antipepton a im Mittel 292 (Formelgewicht 25%) 

> B > 286 > 273 
Pepsinfibrinpepton a ddI d15 


Eigene Messungen am Pepsinfibrinpepton ergaben ganz 
ihnliche Zahlen. Nun miissen aber die Resultate der Cefrier- 
punktsbestimmung in diesem Falle mit grober Reserve betrachtet 
werden, denn, wie bereits Herr Prof. Siegfried und seine 
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Schiller hervorgehoben haben, iiben bei der Gréfe der Molekular- 
gewichte schon verhiltnismiabig geringfiigige Verunreinigungen 
einen betriichtlichen Eimfluf aus. 

Nachdem die Ergebnisse der Neutralisationsversuche mit 
ziemlicher Sicherheit auf die Gegenwart solcher, das Molekular- 
gewicht erniedrigender Verunreinigungen hingedeutet hatten, lag 
zunichst der Verdacht nahe, dab von der Darstellung der Peptone 
her Salze in ihnen zuriickgeblieben sein miibten. Es wurde 
deshalb versucht, aus der Leitfiihigkeit der zur Molekulargewichts- 
bestimmung verwendeten Losung den Betrag der vermuteten 
salzartigen Verunreinigungen zu schitzen. 

Ks wurden 1,8000 ¢ Pepton in 20 ccm Wasser gelost. 
Die Gefrierpunktserniedrigung betrug 0,289°. Daraus wiirde sich 
ohne Korrektur ein Molekulargewieht von 576 berechnen. Die 
spez. Leitfihigkeit der Losung betrug 0.1667 10 — Schriebe 
man diese Leitfiihigkeit ausschlieblich Salzen zu, so liebe sich 
allerdings eine lonenkonzentration berechnen, welche ausreichen 
wiirde, um das nach den Neutralisationsversuchen erwartete 
Molekulargewicht auf 576 zu erniedrigen. Aber ganz abgesehen 
davon, daBh von demjenigen Salz, welches der Darstellungs- 
methode nach am allerehesten zu vermuten gewesen wire, 
niimlich von Ammoniumsulfat, durch NeBlers Reagens und durch 
Baryumehlorid nicht die geringste Spur nachgewiesen werden 
konnte, lieBe sich ein derartig hoher Salzgehalt auf keinen Fall 
mit dem fast horizontalen Verlauf der rechten Kurveniiste in 
den Fig. 23 und 24 vereinbaren. Aus letzterem Umstande 
wiire im Gegenteil zu folgern, dab die Peptone oder wenigstens 
das hier untersuchte Priiparat so gut wie salzfrei sind. Die 
beobachtete Leitfiihigkeit wird demnach nur auf das Konto einer 
lonisation der Peptone nach dem Schema 3 auf Seite 220 zu 
setzen sein. Ein Blick auf diese Gleichung zeigt, dal eine 
derartige Tonisation wohl elektrische Leitfahigkeit, nicht aber 
eine Anderung der Gefrierpunktsdepression hervorrufen wird. 

War also die Gegenwart von Salzen ausgeschlossen, so 
mubte fiir die Molekulargewichtsfailschung ein Nichtelektrolyt 
von geringem Molekulargewicht verantwortlich gemacht werden. 
Das Vorhandensein eines solchen wird nun allerdings durch 
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die Darstellungsweise der Peptone iiuferst wahrscheinlich ge- 
macht. Dieselben werden niimlich durch Alkohol gefillt, und 
wenn man in Betracht zieht, dali sie ein tiberaus feinkérniges 
und leichtes Pulver darstellen, also eine sehr grobe Obertfliiche 
besitzen, so ist es nur wahrscheinlich, dab sie den Alkohol 
hartniickig adsorbieren. ‘Tatsiichlich ist es auch Herrn Prof. 
Siegfried gelungen, selbst in gut getrockneten Priiparaten 
solchen nachzuweisen, und auch die friiher erwiithnte Tatsache, 
dai es beim Trocknen der Peptone nie gelingen wollte, ein 
vollig konstantes Gewicht zu erzielen, steht hiermit in Uber- 
einstimmung, 

Betriige der richtige«Wert des Molekulargewichtes des 
Pepsinfibrinpeptons 690, wie es den Neutralisationsversuchen 
ungefiihr entsprechen wiirde, so miibte man dem Priiparat, das 
zu obiger Gefrierpunktsbestimmung verwendet wurde, den nicht 
gerade unmoglichen Alkoholgehalt von 1,4°/o zuschreiben. Die 
doppelte Mithle-Borkelsche Formel, also ein Molekulargewicht 
von 1030, wiirde einen Alkoholgehalt dieses Priiparates von 
3,7°/0 erfordern. 

Was die iibrigen drei Peptone anbetrifit, so kann hier 
nur mit der groften Reserve geurteilt werden, weil infolge 
Substanzmangels die Leitfihigkeitsversuche nur bei einer einzigen 
und tberdies ungiinstig groben Verdtinnung ausgefiihrt werden 
konnten. Gefrierpunktsbestimmungen mubten ganz unterbleiben. 
Nur im Falle des Antipeptons a@ war es moglich, auber den 
bereits angefiihrten Versuchen mit !/61-NormallOsungen, einen 
solchen mit auszuftihren. Die friher 
ausgesprochene Ansicht, dafi dieses Pepton eine zweibasische 
Siiure und eine einsiiurige Base ist, fiihrt unter Voraussetzung 
der Richtigkeit der ihm zugeschriebenen Formel C,,H,,N,0; zu 
dem Wert 259 fiir das Aquivalentgewicht gegen HCI und 130 
fiir dasjenige gegen NaOH. 

Gefunden wurde: 


‘/gs-Norm. ‘/eo-Norim., Berechnet 
157 153 130 
NaOH 
(164) (156) 


HCl 290 _ 259 
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Die Abweichung zwischen den gefundenen und den be- 
rechneten Werten ist in diesem Falle nicht so grob, dab die 
Leitfihigkeitswerte als mit der Formel unvereinbar betrachtet 
werden miubten. 

Hervorgehoben sei, dali die dem Antipepton a zugeschriebene 
Wertigkeit als Siure und als Base durch friihere Versuche von 
Herrn Prof. Siegfried bestétigt werden. Bei seinen Arbeiten iiber 
Fleischsiiure,!) die sich spéter als mit dem Antipepton a identisch 
erwies, hatte er ein Silbersalz und ein Hydrochlorid derseiben 
dargestellt, von denen das erste 2 Aquivalente Silber, das letz- 
tere ein Mol. Salzséiure auf ein Formelgewicht enthielt. Das 
Silbersalz zeigte eine Addition von 2 Molekiilen Wasser. Insofern 
das Silbersalz schwer l6slich ist, ist es nicht den gleichen Be- 
denken unterlegen, wie die friiher erwihnten Baryum-— und 
Zinksalze. Weniger verliblich allerdings erscheint das Hydro- 
chlorid. 

Weit gréBer, als beim Antipepton a sind die Abweichungen 
zwischen den von der Formel und den von den Leitfiihigkeits- 
werten hergeleiteten Molekulargewichten beim Antipepton 8 und 
am grobten sind sie beim Pepsinglutinpepton. Bei diesem wiirde 
nach den Leitfaihigkeitswerten ein Molekulargewicht von ca. 900 
zu erwarten sein, wihrend die Formel ein solches von 573 
(oder ein Vielfaches davon) verlangt. 

Ks wiire wiinschenswert gewesen, ftir die zuletzt genannten 
drei Peptone die Untersuchung in dem gleichen Umfange durch- 
zufiihren, wie fiir das Pepsinfibrinpepton, doch mubte, da die 
Substanz dazu nicht ausreichte, darauf verzichtet werden. Das 
gleiche gill von Diffusionsversuchen, welche auber ihrem phy- 
siologischen Interesse noch deshalb von Interesse gewesen 
wiiren, weil sich aus ihnen Schliisse tiber die Grobe der Mole- 
kulargewichte hiitten ziehen lassen.?) Bei dem Mangel einer 
guten quantitativen Bestimmungsmethode fiir die Peptone hiatten 
diese Versuche mit so grofen Mengen ausgefiihrt werden missen, 
daf sie selbst fiir das Pepsinfibrinpepton undurchfiihrbar waren. 

Ks wiire weiterhin wiinschenswert gewesen, etwas Be- 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, 3., S. 2762 (1894). 

*) M. Thovert, Comptes rendus, Bd. CXXXV, S. 579 (1902). 
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stimmtes uber die Starke der Peptone als Siéuren und als 
Basen festzustellen. Das einzige, was indessen in dieser Be- 
ziehung bisher erreicht werden konnte, ist die ungefiihre Be- 
rechnung der Basendissoziationskonstanten der beiden Anti- 
peptone. Da diese letzteren einséurige Basen sind, so kann 
man aus der Hydrolyse ihrer Hydrochloride die Affinitiits- 
konstanten angeniihert berechnen. Es ergab sich auf diese 
Weise, dai die Basenkonstante des Antipeptons a ca. 700 mal 
<0 als das Ionenprodukt des Wassers (1-2 10~'*) ist, 
und daf die entsprechende Konstante des Antipeptons B cu. das 
1200fache des letzteren Wertes betriigt. 

Wenn man bedenkt, dab selbst bei den einfachsten 
amphoteren Stoffen (den zugleich einbasischen und einsiurigen) 
unsere Kenntnis der Gleichgewichtsverhiiltnisse noch eine sehr 
mangelhafte ist, obgleich die neueren Arbeiten von Walker 
hierin einen namhaften Fortschritt bedeuten, so kann es nicht 
wundernehmen, dah die Schwierigkeiten bei einem Stoffe, der 
3 H-lonen und 2 OH-lonen abzuspalten imstande ist, vorliiufig 
uniiberwindlich sein muBten. Uberhaupt diirfte unter den 
bisher bekannten gut definierten amphoteren Stoffen der 
organischen Chemie das Pepsinfibrin- und das Pepsinglutin- 
pepton die kompliziertesten sein. Gerade bei der Untersuchung 
ihnlicher, verwickelter Fille wird die hier angewendete Methode 
in Zukunft wohl noch gute Dienste leisten. 


Die Alkalisalze des Wasserstoffsuperoxyds. 


Zum Schlusse sei noch kurz auf die Anwendung der 
..Leitfihigkeitsmethode* auf Gemische von Wasserstoffsuperox yd 
und Alkalil6sungen eingegangen. Herr Prof. Luther machte 
mich darauf aufmerksam, dali Calvert!) dhnliche Neutralisations- 
kurven, wie die hier beschriebenen, fiir Wasserstoffsuperoxyd 
und die Alkalihydroxyde bestimmt hatte. Calvert hat aus 
diesen Versuchen nur Schliisse iiber die Wanderungsgeschwindig- 
keit des Wasserstoffperoxydanions gezogen. Indessen libt sich 
das in dieser Arbeit angewendete graphische Extrapolations- 


') Calvert, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. XXXVIII, S. 513 (1901). 
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verfahren auch hier mit Nutzen anwenden, und es daft) sich 
daher auf diese Weise das Basenbindungsvermogen des Wasser- 
stoffsuperoxyds ermitteln. Die folgende Zusammenstellung gibt 
die Aquivalentgewichte des Wasserstoffperoxyds in Molekiilen 
dieses Stoffes an, welche sich bei den verschiedenen Ver- 
diinnungen von LIOH und NaOH ergaben: 


'4-Norm., ''s-Norim. ‘/te-Norm. '32-Norm., 
O96 1.06 1.26 
NaOH — 1,00 1.04 1.14 1,52 


Wie man aus dieser Tabelle und noch deutlicher aus Figur 25 
ersieht, kommt bei der Salzbildung ein Molekiil HO, auf ein Molekiil 
Alkalihydroxyd. Das entsprechende Natriumsalz ist: in 
fester Form bereits seit langem bekannt. Nachdem durch 
Calvert auf andere Weise festgestellt worden ist, da’ auch 
ein Salz NaO, (3 Molekiile HO, auf 2 Molektile NaOH) existiert, so 
ist anzunehmen, letzteres in Losungen mit H,O,-Uberschul, 
ersteres hingegen in solchen mit Alkaliiibersehub besteht. 


Zusammenfassung. 


Der Inhalt der vorliegenden Arbeit ist) kurz zusaimmen- 
gefabt folgender: 

Ks ist die elektrische Leitfahigkeit der Peptone und fiir 
eins derselben, durch Messung elektromotorischer Kriifte, dic 
Wasserstoffionkonzentration bestimmt worden. 

Die Anwendbarkeit der elektrischen Leitfihigkeit) zur Be- 
stimmung der Aquivalentgewichte schwacher Siiuren und Basen 
ist eingehend diskutiert worden. 

Die Anwendung dieser Methode hat zuniichst eine neue 
Stiitze fiir die Annahme geliefert, dab die von Herrn Prot. 
Siegfried dargestellten Peptone einheitliche Stoffe seien. 

Des weiteren hat sie es zumindest sehr wahrscheinlich 
gemacht, dab das Pepsinfibrinpepton und Glutinpepton 
dreibasische Siauren und zweisiiurige Basen sind, und daf} die 
beiden Antipeptone zweibasische Siiuren und einsiiurige Basen 
darstellen. 

Ks ist erwiesen worden, daf die Peptone nicht zu den 
Pseudosiiuren und Pseudobasen gehdren und daf die Einwirkung 
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yon verdunnten Sdauren und Alkalien in einem einfachen Neu- 
tralisationsprozesse, nicht aber in einer tiefer greifenden Zer- 
setzung besteht. 

Im Anschlufi an die Leitfiihigkeitsmessungen an den 
Peptonen ist an der Hand der Calvertschen Messungen gezeigt 
worden, dah sich das Wasserstoffsuperoxvd in alkalischen 
Losungen wie eine einbasische Siure verhiilt. 


Am Schlusse dieser Arbeit sei es mir gestattet, meinem 
hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Ostwald, fiir die erteilten 
tatschliige und das jederzeit bewiesene Wohlwollen aufrichtigen 
Dank zu sagen. 

Herrn Prof. Siegfried, durch dessen freundliches Ent- 
gegenkommen diese Arbeit ermoglicht wurde, und Herrn Privat- 
dozent Dr. Béttger bin ich ebenfalls fiir jederzeit' gern ge- 
spendeten Rat zu herzlichem Dank verpflichtet. 

Auch Herrn Subdirektor Prof. Luther und Herrn Dr. 
Drucker, namentlich aber Herrn Dr. Freundlich sei an 
dieser Stelle fiir das vorliegender Arbeit gewidmete Interesse 
mein wirmster Dank ausgesprochen. 
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Zur Kenntnis der Peptone. 
Von 


M. Siegfried. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1905.) 


Die vorstehend mitgeteilte Untersuchung des Herrn 
W. Neumann hat fiir das Pepsinfibrinpepton a,!) Pepsin- 
glutinpepton,?) Antipepton?) a und 8 (Trypsinpepton a und 6) 
das Verhiiltnis der H-- und OH‘-Ionen festgestellt und fiir alle 
untersuchten Peptone das mit meinen friiheren Befunden tiber- 
einstimmende Resultat ergeben, dab die Peptone ausgesprochene 


Siituren sind. In den Antipeptonen ist das Verhiltnis ow 
in den beiden untersuchten Pepsinpeptonen > Nach unserer 


Kenntnis des Eiweibmolekiils ist) anzunehmen, dab diesen 
OH‘-lonen NH,-Gruppen, den H-lonen in der Hauptsache COOH- 
Gruppen entsprechen, soda in den Antipeptonen auf 1-NH,- 
Gruppen 2-COOH, in den Pepsinpeptonen auf 2-NH,-Gruppen 
3-COOH-Gruppen als wahrscheinlich anzunehmen sind. Diese 
durch Herrn Neumann gewonnenen Resultate bedeuten einen 
wesentlichen Fortschritt in der Erkenntnis der Konstitution 
der Peptone. 

Es fragt sich: Lassen sich aus ihnen bestimmte Schliisse 
auf die Molekulargrobe der Peptone ziehen ? 


') M. Siegfried, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, S. 3568; 
P. Miihle, Diss. Leipzig 1901; C. Borkel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, 
5. 289. 

2) W. Scheermesser, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 8. 363, und 
Bd. XLI, S. 68. 

°) M. Siegfried, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, S, 281 ; 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 164, und Bd. XXXVIII, 259; Fr. Miller, 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 265. 
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Wieder muB ich betonen, dai die von mir und meinen 
Mitarbeitern mit Hilfe der Methode der Gefrierpunktserniedrigung 
gewonnenen Werte aus den friiher erdrterten Griinden nicht 
zu der Annahme der betreffenden Molekulargewichte berechtigen 
konnen. Es liabt sich zwar heute nicht sagen, warum in diesem 
Falle nicht die entsprechenden Werte erhalten werden: jedoch 
mufs man mit der Moglichkeit rechnen, dab die Peptone in 
wiisseriger LOsung in mehrere Molekiile gespalten sind. 

Man kodnnte erwarten, dab aus der empirischen Zu- 
sammensetzung den Aquivalentgewichten und den mit Hilfe 
der Bestimmung der Leitfihigkeit ermittelten Werten ,, und 
Nach dem Ostwaldschen Basizitétsgesetz die Molekular- 
berechnet werden konnte. Aber auch dies ist nicht 
angiingig. Das Ostwaldsche Gesetz besagt, dab die Basizitit 
10° 
der molekularen Leitfihigkeit des Natronsalzes bei der Ver- 
diinnung 1024 und der molekularen Leitfiihigkeit des Natron- 
salzes bei der Verditinnung 82 ist. Dieses rein empirische 
Gesetz ist auch fiir mehrbasische, bis sechsbasische Siiuren 
bestiitigt gefunden, wenn fiir u die diquivalenten Leitfiihigkeiten 
\ bestimmt werden. Nur fiir stark hydrolysierte Natriumsalze 
ist es nicht anwendbar. Da bei diesen NaOH in der Loisung 
vorhanden ist, sollte man erwarten, dal die Differenz d,54-Agq ZU 
hoch gefunden wiirde. Aber gerade das Gegenteil ist der Fall. 
Je grober die Verdiinnung ist, um so mehr macht sich der Ein- 
flu} der Kohlensiiture bemerkbar: dadurch, dafs die in den 
ersten, geringeren Verdiinnungen infolge der Hydrolyse vor- 
handene Natronlauge mehr oder weniger bei den gréferen 
Verdiinnungen in Natriumkarbonat iibergefiihrt wird, steigt die 
Leitfiihigkeit in viel geringerem Grade an, als es der Leit- 
fihigkeit des Natriumsalzes +- durch Hydrolyse gebildeten NaOH 
entsprechen wiirde. 

Hierfiir gibt es genug Belege in der Literatur. So findet 
P. Walden!) fiir die Basizitiéit des  Dinatriumphosphates 
Aiooq7Ago = 14,5 anstatt 20 und gar fiir Trinatriumphosphat 


einer einbasischen Siure gleich ist wenn A die Differenz 


') P. Walden, Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. I, S. 544. 
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A = 16,8 anstatt 30. Hier nimmt von tiberhaupt nicht 
merklich zu. Fir 4/2 (Na,B,0,—- 10 H,O)  findet derselbe 
Forscher A=13.5 anstatt 20. Herr Dr. A. Kanitz hat im 
hiesigen Laboratorium die Basizitét des Dinatriumsalzes der 
Protocatechusiiure bestimmt und mir das Resultat freundlichst 
zur Verfiigung gestellt. Er findet A= 14,4 anstatt 20. 

In einer Literaturtabelle von G. Bredig?!) finden sich u. a, 
die Werte fiir 4 bei den Natriumsalzen verschiedener Sauren 
zusammengestellt; so fiir Dinatriumpyrotartrat 16 und 16,3, 
fiir Dinatriumitakonat 16,3, Dinatriummesakonat 16, Dinatrium- 
citrakonat 17, Dinatriumadipinat 15,2, Dinatriumpimelat 15,0, 
Dinatriumsuberat 15,0, Dinatriumsebacylat 15,0 anstatt 20. 

Auch Herr Neumann hat gefunden, da Titrationen der 
Amidosiiuren und Peptone mit der Leitfahigkeitsmethode bei 
groferen Verdiinnungen als 64 bezw. 128 wegen der Kohlen- 
siiureabsorption nicht angiingig sind; deshalb konnen auch die 
bei diesen gréBeren Verdiinnungen ermittelten Werte fiir \ 
nicht zur Berechnung der Basizitat herangezogen werden. 

Als Aquivalentgewichte der Peptone berechnen sich aus 
den Baryumsalzen andere Werte als aus den Leitfihigkeits- 
bestimmungen. Wiihrend man aus den den Peptonen analogen 
Amidokorpern, der Amidobernsteinsiure und Glutaminsadure, 
bei gleicher Darstellungsweise wie bei den Peptonen nicht die 
Baryumsalze C,H,NO,Ba und C;H,NO,Ba, sondern die Salze 
(C,H,NO,),Ba und (C,H,NO,),Ba erhilt (s. unten), so sind in den 
Baryumsalzen der Peptone nicht alle Wasserstoffionen ersetzt. 
Die Aquivalentgewichte, welche durch die Baryumsalze gefunden 
werden, miissen also grofer sein als die durch Titration mit der 
Leitfiihigkeitsmethode erhaltenen und zu diesen in einfachen 
Verhiiltnissen stehen. Dies ist tatsachlich der Fall: 


Trypsinfibrinpepton a. 


1 H auf ca. 157 = zuziiglich 10°/o = 173 X 3 = 519 
{1 H-Atom aus Baryumsalz auf 259 X 2 = 518 
Trypsinfibrinpepton 6. 

1 H auf ca. 197 = abziiglich 8°/o = 182 X 3 = 546 

2 d46 


H-Atom aus Baryumsalz auf = 


') Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. XIII, S. 222. 
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Pepsinfibrinpepton a. 


1H auf ca. 236 = zuziiglich 9°/o = 257 X 2 = 514 
1 H-Atom aus Baryumsalz auf old : 615 


Pepsinglutinpepton. 
1H auf ca. 317 = abziiglich 9°/o = 287 X 
1 H-Atom aus Baryumsalz aut 


tc 


== 574 
== 573 

Die Frage nach dem Grade der Genauigkeit der Methode 
der Aquivalentgewichte der Peptone durch Baryumsalze ist von 
Herrn Neumann diskutiert worden. Wir miissen beriicksichtigen, 
dafi von vornherein die Moglchkeit besteht, dab, wenn wir in 
die Losung eines Peptons oder der Asparaginsiure oder Gluta- 
minsiure in Barytwasser, in der wir ein Salz nach dem Typus: 


NH, 
haben, Kohlensiiure einleiten, zum Sieden erhitzen und filtrieren, 
wir nicht nur das Salz: 

ll. COO ba 


COOH 
NH, 
erhalten, sondern auch freie Saure — Pepton oder Asparagin- 


siiure oder Glutaminsaiure — und das Salz vom Typus 1 erhalten. 
Ks fragt sich nun, ob diese Beimengungen so erheblich sind, 
dai sie die Aquivalentgewichtsbestimmungen mehr beeinflussen, 
uls es die unvermeidlichen Fehlergrenzen gestatten. 

Diese Frage war einer experimentellen Priifung an der 
Asparaginsaure und Glutaminsiiure zugiinglich. Die hier ge- 
wonnenen Resultate ergaben nun in anfangs mich iiberraschender 
Weise, dai ganz glatt die Salze nach dem Typus II entstehen. 
Leitet man in die Loésung von Asparaginsiiure oder Glutamin- 
saure in Barytwasser Kohlensaure bis zur neutralen Reaktion, 
kocht auf und filtriert, so entbiilt das Filtrat lediglich die Salze 
nach dem Typus Il. Dampft man die ganzen Filtrate im Platin- 
tiegel ein, trocknet bei 110° bis zum konstanten Gewichte und 
bestimmt das Baryum, so erhiilt man gerade so genaue Werte 
fiir Ba, als ob die Salze 

COO ba 

COOH 

NH, 
kristallisiert wiren, 
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Dieses Resultat diirfte seine Erklarung in der von mir 
kiirzlich!) mitgeteilten Tatsache finden, daf amphotere Amido- 
korper bei Gegenwart von Barytwasser Karbaminate bilden, die 
sich beim Erhitzen unter Abscheidung von Baryumkarbonat zer- 
setzen. So entsteht zuniichst aus Amidobernsteinsiiure das Salz: 

CH, — COO ba 
| 


NH ba 
COO ba 


Durch weitere Einwirkung von Kohlensiiure entsteht z. T. 
aus diesem Salze und zwar in Mengen, die einem aus der 
Stirke der Karbaminosiiuren und Kohlensiiure resultierenden 
Gleichgewichte entsprechen, das saure Salz: 


CH, — COO ba 
| 
ba 
COOH 
Da beide Salze beim Erhitzen ihrer Losung nach folgenden 
Gleichungen : 
I]. CH, — COO ba CH, — COO ba 
| | | 
— coo bo C NH, + CO,Ba 
COO ba COOH 
Il. CH, — COO ba CH, — COO ba 
| | 
2 CHyy—cooba +H,0 = 2 + CO,Ba + CO, 
COOH COOH 


dasselbe saure Baryumsalz geben, wird nur dieses Salz erhalten. 


Die Baryumsalze der Peptone waren dargestellt worden, 
indem die mit kleinem Uberschusse von Barytwasser versetzten 
Peptonlésungen mit Kohlensiiure bis zur eben auftretenden 
neutralen oder schwach sauren Reaktion gesiittigt wurden: nach 
Aufkochen wurde entweder das Filtrat giinzlich im Platintiegel 
eingedampft, und in dem bis zum konstanten Gewichte ge- 
trockneten Riickstande ba bestimmt; oder es wurde das ein- 
geengte Filtrat mit Alkohol ausgefiillt. 


') Diese Zeitschrift, dieser Band, S. 89d, 


Voy 
pete 
RES 
par 
ke 
ne 
geet 
ah 
: 


Zur Kenntnis der Peptone. 257 

Bei den jetzt folgenden Versuchen wurden die fiir jeden 
einzelnen Versuch getrennt hergestellten LOsungen der Glutamin- 
siure und Asparaginsdure mit tiberschiissigem Barytwasser ver- 
setzt, die nach Einleiten von Kohlensiiure und Aufkochen dar- 
gestellten Filtrate direkt in Platintiegeln eingedampft, erst 
bei 100° und dann bei 110° getrocknet. In 2 unten bezeichneten 
Fillen wurde nach Siattigen mit Kohlenséure nicht gekocht, 
sondern bei Zimmertemperatur anhaltend Luft durchgeleitet : 


I. Asparaginsaures Baryum. 
I. 038701 g Substanz gaben 0,2136 g BaSO, 
ll. (Luft durchgeleitet) 0.8045 g Substanz gaben 0,1775 g BaSO, 


Ba: Gefunden : Berechnet: 
Salz | 33,97 34,22 
» I 34,31°/o 


Il. Glutaminsaures Baryum. 
I. 04564 g Substanz gaben 0,2479 g BaSO, 


II. 0,3417 » > » 01864> > 
Ill. 0.3663 » >» 01963 > » 
IV. (Luft durchgeleitet) 0.3572 g Substanz gaben 0,1967 g BaSO, 
Ba: Gefunden : Berechnet: 
Salz 31,97 /o 31,98 
>» 32,11 
» Il 31,54°/o 
>» IV 31,41 °/o 


Ich bemerke ausdriicklich, daf aufer den mitgeteilten Be- 
stimmungen keine anderen ausgefiihrt wurden, daf also regel- 
mibhig die entsprechenden sauren Barytsalze rein erhalten wurden. 
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Uber den Befund von gepaarter Glukuronsdure in der Gaile. 


Von 


Dr. Manfred Bial, Arzt in Kissingen. 


(Aus der speziell-physiologischen Abteilung des physiologischen Instituts in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1905.) 


Durch eine im Zentralblatt fiir Physiologie 1904 veroffent- 
lichte Untersuchung habe ich den Ubergang von gepaarter 
Glukuronséure in die Galle wahrscheinlich gemacht. Es hatte 
sich niimlich gezeigt, dab nach subkutaner Einverleibung von 
Menthol die Galle der einige Stunden spater getoteten Hunde 
folgende Erscheinungen aufwies: Die native Galle hatte keinen 
Geruch, beim Kochen mit einigen Tropfen starker Schwefel- 
siiture entwickelte sich rasch der charakteristische, stechende 
Mentholgeruch. Die native Galle zeigte keine Reduktionskraft 
gegeniiber Fehlingscher Losung, wogegen die mit Schwetel- 
siiure gekochte Galle deutliches Reduktionsvermégen erkennen 
lieB. Die auch den Glukuronséuren zukommende Orcinreaktion 
war bei derartigen Gallenfliissigkeiten stets in kraftigem Mabe 
vorhanden. Damit war nachgewiesen, daf in der Galle solcher 
mit Mentholinjektion behandelter Tiere Menthol in gebundener 
Form auftritt; andererseits wies das Eintreten der Reduktions- 
kraft nach dem Kochen mit Siiure und die starke Orcinreaktion 
darauf hin, dafB es sich um Mentholglukuronséure bei dieser 
Mentholverbindung handeln diirfte; eine andere Mentholpaarung 
im Korper ist ja auch nicht bekannt. Der sichere Nachweis 
der Glukuronsiiure in der Galle erforderte aber die Darstellung 
eines charakteristischen Derivates. Dieses durfte man_ nicht 
erwarten aus den geringen Mengen Galle darstellen zu konnen., 
welche sich in der Gallenblase getoteter Hunde vorfinden. Und 
so erwies es sich als ndtig, um grdfere Mengen Galle zu ge- 


4 
ve 
3 
4 
AS 
‘ 
fe 


Uber den Befund von gepaarter Glukuronsiiure in der Galle. 209 


winnen, einen Gallenfistelhund zu benutzen. Mit der Galle 
eines derartigen Tieres, welches mir durch das freundliche 
Entgegenkommen des Herrn Prof. Schultz zur Verfiigung ge- 
-tellt war, gelang es, das noch fehlende Beweisstiick fiir die 
Anwesenheit von Mentholglukuronsiiure in der Galle nach 
Mentholinjektion zu erbringen. 

Ich verfuhr folgendermafen : 

Dem mittelgroben Hunde, welcher eine Kaniile in seiner 
nach Dastreseher Methode (in zwei Zeiten) angelegten Gallen- 
fistel trug, wurden abends um & Uhr und morgens um 8 Uhr 
und 10 Uhr subkutane Einspritzungen von Menthol, gelOst in 
Qlivendl (15 g zu 70 g), gemacht: und zwar abends 10 g dieser 
Losung, morgens um 8 Uhr 5 g, und morgens um 10 Uhr 
10 g, so daB das Tier pro Versuch ca. 5 g Menthol bei- 
sebracht erhielt. Des Ofteren wurde auch die Abendinjektion 
weggelassen. Von 9 Uhr morgens bis etwa 3 Uhr nachmittags 
-tand der Hund in einem Hiingeapparat, wobei die Galle aus 
der Kaniile abtropfte und in einem zweckmabig aufgestellten 
Schilchen bequem aufgefangen wurde. Es wurden an den 
Versuchstagen auf diese Weise grofere oder geringere Mengen 
Galle, zwischen 15 und tiber 60 cem schwankend, gewonnen: 
das Aussehen der Galle war wechselnd zwischen griinlicher, 
gelblicher und gelbbrauner Farbe. Die Portionen der einzelnen 
Versuche wurden vereinigt, bis 280 cem erhalten waren. Die 
Konservierung geschah durch sofortiges Versetzen der jeweils 
gewonnenen Portionen mit dem gleichen Volumen 20 °/oiger Blei- 
zuckerlodsung: von der Bleifallung wurde abfiltriert. Nun wurde 
die gesamte Fliissigkeitsmenge, welche nach dem Nachwaschen 
des Bleiniederschlages ca. 600 cem betrug, so lange mit Blei- 
essig versetzt, bis das Filtrat hiervon mit Bleiessig keine neue 
Fallung mehr ergab. Die so gewonnene Fillung mubte die 
Mentholglukuronsiure als Bleisalz enthalten: nach dem geniigen- 
den Waschen dieser Fiillung mit destilliertem Wasser wurde 
dieselbe in eine Porzellanschale gebracht und mit 100 ccm 
4° oiger Schwefelsiure griindlich verriihrt, um vom Blei zu be- 
leien, darauf wurde abfiltriert, der Filterriickstand noch mit 
einigen Kubikzentimetern 4°/oiger Schwefelsiure nachgespiilt, und 
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das so erhaltene Filtrat wurde darauf 11/2 Stunden am Riickfluf- 
kiihler gekocht. Danach zeigte eine Probe der Fliissigkeit nach dem 
Neutralisieren eine kriftige, vor dem Kochen schon eintretende, 
einer ?/z°/oigen Zuckerlosung etwa entsprechende Reduktionskraft 
gegeniiber Fehlingscher Losung. Auberdem zeigte sich ein 
hochst intensiver Mentholgeruch. Die Spaltung der Menthol- 
glukuronsiure wurde nun als geniigend reichlich erfolgt an- 
genommen. Die ganze Fliissigkeit wurde nach dem Erkalten 
mit konzentrierter Natronlauge neutralisiert und von den 
bligen Ausscheidungen abfiltriert. Es resultierte eine hellgelb- 
liche, klare Losung, dieselbe wurde mit einer Losung von 
0.5 g Bromphenylhydrazin in 2 ccm Eisessig versetzt und aut 
dem Wasserbade gekocht. Nach !\2 Stunde begann die Aus- 
scheidung gelblicher Kristalle. Die vollige Ausscheidung der 
Verbindung nahm etwa Stunden Kochzeit in Anspruch, 
indem die ersten Ausscheidungen auf dem Filter gesammelt, 
das Filtrat von neuem gekocht, die weiteren dadurch erhaltenen 
Kristallmengen mit den ersten vereinigt und so weiter ver- 
fahren wurde, bis sich nichts mehr ausschied. Der so erhaltene 
Niederschlag zeigte schon seinem iiuBeren Verhalten nach die 
von Neuberg als charakteristisch fiir die Bromphenylhydrazin- 
verbindung der Glukuronséure angegebenen Eigenschaften. Er 
erwies sich als unldslich in heibem Wasser, in kaltem und 
auch in heifem = Alkohol. (Die Bromosazone des Trauben- 
zuckers sowie der Xylose und Arabinose sind nach Neuberg 
schon in kaltem Alkohol leicht lOslich.)!) Nach der Behandlung 
des Priiparates auf solche Weise resultierten schon hellge!be, 
gliinzende Kristalle, welche auf dem Filter getrocknet wurden: 
die Menge derselben betrug 0,105 g. 

Von einer Umkristallisation wurde, um Verluste zu ver- 
hiiten, Abstand genommen. Die N-Bestimmung nach Dumas 
ergab aus O,O849 g 

Gefunden : Berechnet : 
7,98 7,35 
(Die Bromosazone des Traubenzuckers sowie der Xylose und 
Arabinose enthalten nach Neuberg 10,85° 0,sowie 11,81° 0 N.)! 


1) Neuberg, Chemische Berichte, Bd. XXXII, Heft 17, 1899. 
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Damit ist der Nachweis der Glukuronsiiure in der Galle nach 
der Richtung hin befestigt. 

Ich teile noch einen zweiten Versuch an demselben 
Hunde mit, welcher folgendermaben verlief: 

Dem Tier war nach einiger Zeit die Kaniile herausgefallen, 
und die Galle wurde aus der Gallenblase durch Katheterisieren 
derselben vermittelst Einfiihrung eines kleinen Metallkatheters 
in den zur Gallenblase fiihrenden Gang gewonnen. Es wurden 
dem Tiere die Mentholinjektionen in der oben beschriebenen 
\Veise gemacht und abends um 6 Uhr die Einfiihrung des 
Metallkatheters in die Gallenblase vorgenommen, darauf entleerten 
sich gréBere Mengen goldgelber, klarer Galle, an einem Tage 
35 cem: an dem darauf folgenden Tage 45 ecm. Aus den 
cesammelten 80 cem Galle wurde der Bleizucker- und der blei- 
essigniederschlag, wie oben beschrieben, hergestellt. Da sich 
nun schon im oben beschriebenen Versuche ergeben hatte, dah 
die Bleizuckerfallung ebenfalls gebundenes Menthol enthielt — 
offenbar wird durch die massige Fiillung von gallensaurem blei 
auch Mentholglukuronsiure in die bleizuckertallung mitgerissen —, 
so wurde im zweiten Versuch auch die Bleizuckerfillung verar- 
beitet. Sie wurde nach dem Waschen mit destilliertem Wasser auf 
dem Filter getrocknet und nach feinem Pulverisieren mit 50 com 
t’ olger Schwefelsiiure verrtihrt, das Ganze darauf 1'/2 Stunden 
ain Riickflubkiihler gekocht. Das Filtrat vom Niederschlag zeigte 
starken Mentholgeruch und deutliche Reduktion an einer Probe. 
Darauf wurde die Fliissigkeit wie oben beschrieben weiter be- 
handelt, undes resultierten schlieblich 0,02 g Bromphenylhydrazin- 
verbindung, welche sich durch thre Unléslichkeit in kaltem und 
heifem Alkohol als diejenige der Glukuronsiure erwies. 

Somit ist der Ubergang von Mentholglukuronsiiure in die 
Galle nach subkutaner Meniholdarreichung festgestellt. Es wird 
aso ein Teil der im Stoffwechsel gebildeten Glukuronsiure 
nach der Bindung an den Paarling durch die Galle in den 
Darm transportiert, und damit erdffnete sich die neue Frage, 
welchen Schicksalen dieser Anteil unterliegt. Ich habe hierbei 
zunachst die Veranderungen untersucht, welche durch das 
Zisammentreffen der Mentholglukuronsiiure mit Darminhalt 
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moglich waren. Uber die Umwandlung gepaarter Glukuron- 
siiure durch Fiiulnisprozesse liegt eigentlich bis jetzt nur eine 
einzige, kurze Mitteilung von Hildebrandt vor, welcher ge- 
legentlich anderer Untersuchungen berichtet, dab eine Zersetzung 
von einer anderen, gepaarten Glukuronsiiure durch eine Fiulnis- 
mischung in acht Tagen derart erfolgt sei, dab von dem zuge- 
setzten Quantum nichts wiedergefunden werden konnte. Die 
Versuche iiber die vorliegende Frage stellte ich folgender- 
maben an: 


Versuch 1. 


100 ccm einer Mentholglukuronsaurel6sung, welche aus 
Kaninchenharn (nach Mentholinjektion) tiber das Bleisalz be- 
reitet war, wurde mit 25 ccm einer wisserigen Aufschwemmung 
frischer, menschlicher Faeces versetzt. 

25 cem dieser Mischung wurden abgenommen und mil 
pulverisiertem Bleizucker versetzt. Das Filtrat hiervon war 
nach mehrmaligem Durchpassieren des Filters geniigend klar, 
um polarisiert zu werden, und ergab eine Drehung von — 1,0°. 

Der Rest der Gesamtmischung wurde in zwei Hiilften 
geteilt, die eine Hiifte wurde im Erlenmeyerschen Kolbchen 
sofort durch Aufkochen  sterilisiert und in den Brutofen ge- 
bracht, die andere Halfte wurde direkt ohne vorherige Sterili- 
sation dem Versuche im Brutofen unterworfen. 

Nach 24stiindigem Verweilen daselbst bei 40° zeigte das 
nichtsterilisierte K6lbchen starken Mentholgeruch, sterill- 
sierte Kélbchen dagegen nicht. Eine Probe der Fliissigkeit des 
nichtsterilisierten KOlbchens zeigte nach der Bleizuckerbehandlung 
keine Drehung mehr und eine minimale Reduktion. Es war also 
eine Aufspaltung der Mentholglukuronsaure durch Einwirkung 
des Darminhaltes eingetreten, die freigewordene Glukuronsiiure 
war offenbar, wie die geringe Reduktion ergab, weiter ver- 
iindert worden. 


Versuch 2. 


100 abgekochten, mentholglukuronsiurehaltigen Ka- 
ninchenharns wurden mit 25 ccm Faecesaufschwemmung vel- 
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setzt, eine Probe der Fliissigkeit ergab nach Bleizuckerbehandlung 
eine Polarisation von — 0,5 °. Die Restfliissigkeit wurde wiederum 
in zwei Hiilften geteilt, die eine Hilfte mit Chloroform im Uber- 
schufi versetzt und zur AuflOsung des Chloroforms geschiittelt, 
die andere Hiilfte wurde in ihrem Zustande belassen. Beide 
Fliissigkeiten wurden danach 24 Stunden im Brutofen gehalten. 
Die mit Chloroform versetzte Flissigkeit zeigte nach Entfernung 
des Chloroforms vermittelst Luftdurchleitung keinen Menthol- 
geruch, die andere Fliissigkeit zeigte starken Mentholgeruch 
und nach Bleizuckerbehandlung eine Drehung von — 0,1°. Die 
Reduktionskraft der Fliissigkeit war gering. 


Versuch 3. 


Bei einem gleichermafen angestellten Versuch fand sich 
nach vier Stunden deutlicher Mentholgeruch durch Einwirkung 
von Faeces auf Mentholglukuronsiiure: das Menthol wurde noch 
auberdem durch Ausschiittelung der Fliissigkeit mit Ather verifi- 
ziert: in einem weiteren Versuche zeigte sich die Abspaltung 
des Menthols schon nach 1'/2 Stunden. Fernere Versuche mit 
faulendem Blut und faulenden, anderen Flissigkeiten zeigten, 
dab auch durch diese eine Aufspaltung der Mentholglukuron- 
siiure erfolgte. 

Es ist damit die Méglichkeit und Wahrscheinlichkeit einer 
Zersetzung der mit der Galle in den Darm_ transportierten 
Mentholglukuronséure erwiesen. 

Die vorliegenden Versuche scheinen mir fiir einige allge- 
meinere Gesichtspunkte nicht ohne Interesse zu sein: denn sie 
illustrieren zuerst die Tatsache, dafi der Organismus aufer dem 
hauptsachlich von den Untersuchern in Betracht gezogenen 
Wege der Harnausscheidung noch iiber andere Wege der Aus- 
scheidung gebietet. 

Es moge erinnert werden, dafi hier Erfahrungen hinsichtlich 
anderer Substanzen schon vorliegen, z. B. beziiglich der Harn- 
siure, fiir die Weintraud das Vorkommen im Darm_ nach- 
gewlesen hat. Andrerseits geht aus meinen Versuchen hervor, 
We ungemein schwierig es ist, aus alleinigen Urinuntersuchungen, 
wie das ja zumeist zur Aufhellung von Stoffwechselproblemen 
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geschieht, eine wirkliche quantitative Ubersicht iiber den Ver- 
brauch von Substanzen im Korper zu gewinnen. 

Beziiglich der Glukuronsiure wiirde es ja wohl die land- 
laufige Meinung sein, dafi die im Harn erscheinende Quantitiit 
dann der ganzen Menge der nicht im Siftestrom zersetzten 
Substanz entspréche, wihrend doch die vorliegenden Versuche 
zeigen, daf} ein nicht bestimmbarer, aliquoter Anteil durch 
Beschreiten des Gallendarmweges der ZerstOrung durch andere 
als Stoffwechselprozesse unterliegt. Wenn man also allein aus 
quantitativen Urinuntersuchungen bindende Riickschliisse auf die 
Vorgiinge im Siiftestrom, also auf die eigentlichen Stoffwechsel- 
prozesse ziehen will, so rechnet man, wie mir scheint, nicht 
mit einer durch die vorliegenden Versuche deutlich demon- 
strierten Fehlerquelle. 
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Die chemische Zusammensetzung der Zellmembranen 
bei verschiedenen Kryptogamen. 
Von 


Kar] Miller in Freiburg i. Br. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juni 1905, 


Lange Zeit glaubte man, die Zellmembranen der Pflanzen 
bestiinden aus einem einheitlichen Stoffe, den Payen?) 1838 
Zellulose nannte. Kurz darauf wurde auch im Tierreich, bei 
den Tunikaten,?) ein mit der Zellulose in allen Punkten tiber- 
elinstimmender Korper aufgefunden. Durch neuere Untersuch- 
ungen*) ist dieses Vorkommen der Zellulose bestiitigt worden, 
das an und fiir sich recht merkwiirdig ist und sich auf eine 
einzige Tiergruppe beschrinkt. 

Erst in neuerer Zeit haben die Arbeiten von E. Schulze, 
Tollens, Winterstein u. a. gezeigt, dab man verschiedene 
Zellulosen zu unterscheiden hat. Dieser Gedanke war zwar 
<chon von Schleiden ausgesprochen worden, erlangte aber 
erst spiiter durch die genannten Manner einen sicheren Boden. 
Nach dem Vorgang von Schulze?) trennt man jetzt allgemein 
die echten Zellulosen, die bei einer Behandlung mit verdiinnten 
Siiuren unverindert bleiben, von der Gruppe der Hemizellu- 
losen ab. Hierunter versteht man diejenigen zellulosedhnlichen 
Kohlehvdrate, die schon durch verdiinnte, heibe Mineralsiure 
unter Wasseraufnahme gespalten werden. Fir letztere war 
triher vielfach die bBezeichnung Reservezellulose tblich, die 


1) Payen, Ann. sc. nat. (2), Bd. II, S. 21 (1839). 

7) C. Schmidt, J. f. pr. Ch.. Bd. XXXVHI, S. 433 (18-46). 

Winterstein, B. B., Bd. XXVI, S. 362 (1893). 

*) Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 227 (1890); Bd. XVI, 
>. 387 (1892); Bd. XIX, S. 38 (1894). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 18 
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aber in vielen Fallen unzutreffend ist und nur zu Mibverstiind- 
nissen Veranlassung gibt. 

Diese beiden Gruppen von Zellulosen sind aber keines- 
wegs einheitlicher Natur. Durch Hydrolyse erhalt man aus 
ihnen Zucker der verschiedensten Art und zwar sowohl Hexosen 
wie auch Pentosen. 

Bei der Hydrolyse der echten Zellulosen erha!t man fast 
stets Dextrose, seltener Mannose. Man kann daher zwischen 
der gewohnlichen oder Dextrosezellulose und der viel seltener 
auftretenden Mannosezellulose unterscheiden. Letztere ist  bis- 
her u. a. in der Steinnuf (Reiss)!) sowie in den Zellwanden 
einiger Farne und Moose (Winterstein)?) nachgewlesen worden, 

Viel mannigfaltiger sind die Hemizellulosen zusammen- 
gesetzt. Durch Hydrolyse sind von Pentosen bisher nur Arabinose 
und Xylose erhalten worden, ferner eine Methylpentose, die 
Fukose. Von Hexosen findet sich aufer Dextrose und Mannose 
hiiufig auch Galaktose. Je nach der Art der entstehenden Zucker 
bezeichnet man die in den Zellwiinden enthaltenen Mutter- 
substanzen derselben im allgemeinen als Pentosane (Methyl- 
pentosane; und Hexosane und im einzelnen als Araban, Xylan, 
Dextran, Mannan, Galaktan usw. 

Ebenso wie sich die Zellulose, einer der charakteristischsten 
Stotfe des Pflanzenreichs, auch bei einer bestimmten Tierklasse, 
den Tunikaten, wiederfindet, kommt auch umgekehrt bei einer 
begrenzten Pflanzengruppe, den Pilzen, ein typischer Stoff des 
Tierreichs, das Chitin, vor. 

Der Nachweis des Chitins in pflanzlichen Zellhiuten wurde 
fast gleichzeitig von Gilson*) und Winterstein#) erbracht. 
Wihrend diese beiden das Chitin bei einigen Pilzen makro- 
chemisch nachgewiesen haben, hat v. Wisselingh®) ihre Ar- 
beiten durch mikrochemische Untersuchung einer groben 
weiterer Arten ergiinzt. 


Reiss, B. B., Bd. XXID, S. 609 (1889). 

*) Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, 8. 152 (1895). 

*) Gilson, B. B.. Bd. S. 821 (1895). 

4) Winterstein, B. B., Bd. XXVH, 8. 3113 (1894). 

5) vy. Wisselingh, Jahrb. f. wiss. Bot., Bd. XXXI, 8. 665 (1898). 
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Auber bei den Pilzen scheint Chitin nur noch bei wenigen 
niedrigen Algen vorzukommen, z. Bb. nach Kohl!) bei den 
Cyanophyceen. 

Neben Chitin und Zellulose kommen fast in allen Zell- 
membranen auch pektinartige und aromatische Verbindungen 
vor. Da hierauf sich beziehende Untersuchungen von mir in 
der vorliegenden Arbeit nicht angestellt wurden, unterlasse ich 
es, naher darauf einzugehen. 

Mit wenigen Ausnahmen beschriinken sich die bisherigen 
Arbeiten tiber Zellwandbestandteile fast ausschlieblich auf héhere 
Pflanzen, zumal auf solche von irgendwelcher technischen Be- 
deutung. Von Kryptogamen sind nur die Pilze eingehender 
untersucht worden, die, infolge der Entdeckung des Chitins 
bei ihnen, besonderes Interesse boten. Wichtige und vielum- 
strittene Fragen harren jedoch auch hier noch der Beant- 
wortung, namentlich die Frage nach dem Niahrwert der Pilze. 
Der verhiltnismabig hohe Stickstoffgehalt der Pilze ist hin- 
langlich bekannt, aber es wiire iibereilt, daraus auf groben 
Nihrwert zu schlieben, denn der Stickstoff stammt nur teil- 
weise aus dem Eiweil, der Rest, zuweilen vielleicht die Haupt- 
menge, gehdrt dem unverdaulichen Chitin an. Deshalb steht 
die so weit verbreitete Ansicht tiber den hohen Nahrwert der 
Pilze auf sehr schwachen Fiifen. 

Auber tiber Pilze liegen aus neuerer Zeit eingehende Unter- 
suchungen einiger Meeresalgen, sowie weniger Flechten be- 
ziiglich ihrer Zellwandbestandteile vor. Aus den iibrigen Gruppen 
der Kryptogamen ist noch so gut wie garnichts bekannt. Ich 
habe im folgenden jeweils bei den einzelnen Gruppen kurz 
mitgeteilt, was bis jetzt tiber die Membranstoffe bekannt war, 
und kann mich deshalb hier mit diesen kurzen Andeutungen be- 
eniigen. Welche grofen Liicken in diesem weiten und schwierigen 
Gebiet noch auszufiillen sind, geht am besten aus der eben 
erscheinenden «Biochemie der Pflanzen» von Czapek?) hervor, 
worin sich alles, was iiber den hier behandelten Gegenstand 
in der sehr zerstreuten Literatur bis jetzt bekannt geworden 


‘) Kohl, Uber die Organisation ete. der Cyanophyceenzelle, Jena. 
2, Czapek, Biochemie der Pflanzen, I. Bd., Jena 1905, 
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ist, zusammengestellt findet. Einen kleinen Teil dieser Liicken 
auszufiillen, ist der Zweck dieser Arbeit. 

Die Schwierigkeiten der folgenden Untersuchungen lagen 
einerseits in der langen Dauer, welche die Zubereitung erforderte, 
um reine, vom plasmatischen Inhalt befreite Zellen zu erhalten, 
andererseits in den grofen Mengen, mit denen man zu arbeiten 
gezwungen ist, um von den weniger reichlich vorhandenen 
Membranbestandteilen einigermaben betriichtliche Ausbeuten zu 
erhalten. 

Die Verarbeitung des Materials geschah in der bei solchen 
Untersuchungen itiblichen und in der Literatur mehrfach er- 
wihnten Weise, wobei je nach den vorhandenen Bestandteilen 
der gewohnliche Gang der Zubereitung unter Umstiinden etwas 
abgeiindert wurde. Auch die Ausfiihrung der Verzuckerung 
wich von der Methode von Flechsig!) kaum ab. Die Neu- 
tralisation der Siiure wurde anfangs mit Baryumkarbonat be- 
werkstelligt, spiiter aber ausschlieblich durch Schlemmkreide, 
weil die Fliissigkeit bei dieser Art des Arbeitens leicht an der 
Saugpumpe abgesaugt werden kann, ohne da sich das Filtrat 
triibt, wie es bei Anwendung von Baryumkarbonat stets der 
Fall ist. 

Die Erkennung der einzelnen Zucker erfolgte durch Her- 
stellen charakteristischer Verbindungen oder durch Oxydation 
nach den gebriiuchlichen Methoden. Auf die Art und Weise 
der Ausftthrung werde ich bet den einzelnen Pflanzen genauer 
eingehen. 

1. Algen. 


Die formenreiche Klasse der Algen ist bis jetzt schon 
von verschiedenen Chemikern zum Gegenstand eingehender 
Untersuchung gemacht worden, doch beschriinkte man sich meist 
auf Meeresalgen, die leicht in grofer Menge zu erhalten sind. 
Demnach wissen wir iiber die Zellwandbestandteile der Braun- 
agen und Rotalgen schon gut Bescheid, wenigstens im Ver- 
gleich zu einer anderen groben Gruppe der Algen, zu den 
Griinalgen. 


'’ Flechsig, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 523 (1883). 
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Von Braunalgen sind Fucus und Laminaria am ge- 
nauesten untersucht. Nach v. Wisselingh?!) enthalten sie 
Zellulose und Fucin, welch letzteres noch sehr wenig bekannt 
ist. Ferner wurde eine Methylpentose, die Fukose,?) aufge- 
funden, isomer mit Khodeose. Die schleimartigen Stoffe von 
Laminaria hefern bei der Hydrolyse Dextrose. 

Die Membranen der Florideen oder Rotalgen sind bisher 
an mehreren Arten untersucht worden, die im Handel erhiiltlich 
sind, wie «Agar-Agar», «Carragheen-Moos» usw. Der Haupt- 
sache nach bestehen die Membranen aus Hemizellulosen, die 
bei der Hydrolyse?) vorwiegend Galaktose geben, daneben aber 
auch Dextrose, Mannose, Fruktose, Pentosen und Methylpentosen. 
Zellulose*) kommt in wechselnder Menge ebenfalls vor. 

Uber die Griinalgen liegen, soweit ich die Literatur iiber- 
sehen konnte, noch keine makrochemischen Untersuchungen 
vor. Wie sich aus dem folgenden ergibt, zeigt diese Gruppe 
gegeniiber den schon genannten Gruppen wenig Neues. Die 
Hemizellulosen treten hier an Menge sehr zuriick gegen die 
echte Zellulose. 


Cladophora glomerata (L.). 


In grofier Menge findet sich diese Alge an den Holzkiihnen 
der Schiffbriicke bei Breisach,®) wo sie, allerdings nicht ohne 
Miihe, in geniigender Menge aufgenommen werden konnte. Zur 
Verarbeitung benutzte ich 440 ¢ Trockensubstanz. Das Material 
wurde zuniichst mehrmals mit Wasser gewaschen, um feinen 
Kalkschlamm zu entfernen, dann mehrere Tage mit etwa0,5°/oiger 
Salzsiiure behandelt und wieder mit Wasser ausgewaschen. 
Hierauf wurde die Alge abwechselnd mit kalter 0,5° oiger Natron- 


') Wisselingh, Jahrb. f. wiss. Bot., Bd. XXXII, S. 635 (1898). 

*) Giinther und Tollens, B. B., Bd. XXIII, 5. 2585 (1890). 

5) Vergl. Haedicke, Bauer und Tollens, Liebigs Annal., 
Bd. CCXXXVIII, S. 302 (1887); Sebor, Osterr. Chem.-Ztg., Bd. IL, 
S. 441 (1890); Oshima und Tollens, B. B., Bd. XXXIV, S. 1422 (1901). 

4) Sestini, Zentr. Agr. Ch., 1878, S. 875. 

°) Herr Prof. Oltmanns hatte die Giite, mich auf diesen Fundort 
aufmerksam zu machen. 
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lauge, mit heibem Wasser und siedendem Alkohol ausgezogen, 
solange bis sich das Filtrat nicht mehr firbte, was nach 
5 Monaten erreicht war. 

Kin Teil des so vorbereiteten Materials wurde mit Salz- 
siure (spez. Gew. 1,15) destilliert. Das Destillat fiirbte Anilin- 
acetat stark rot, wodureh das Vorhandensein von Pentosen er- 
wiesen war. Kin Teil des Destillates gab nach Versetzen mit 
konzentrierter Salzsiiure und Phloroglucin!) deutlich das Ab- 
sorptionsspektrum des Methylfurols, eine Tatsache, die schon 
von Votocek?) angegeben ist. 

Nach diesen Voruntersuchungen wurde die vorbereitete 
Alge zwecks Hydrolyse der Hemizellulosen mit 3 °/oiger Schwefel- 
siiture 6 Stunden gekocht und das mit kohlensaurem Kalk neu- 
tralisierte Filtrat nach dem Absaugen des Kalkniederschlags im 
Vacuumapparat eingedampft. Auf diese Weise wurde eine ge- 
ringe Menge Sirup erhalten, die zwecks Untersuchung aut 
Arabinose und Xylose geteilt wurde. Ich will gleich bemerken, 
dab die Probe, die mit Benzylphenylhydrazin versetzt war, 
leider verungliickte und dab ich deshalb nicht in der Lage bin, 
liber das Vorhandensein von Araban in dieser Alge zu berichten. 

Der zweite Teil des Sirups wurde nach der Methode von 
Bertrand’) auf Xvlose untersucht. Ich versetzte einige Tropfen 
Sirup mit wenig Wasser und wenig brom und lieb 24 Stunden 
stehen. Hierauf wurde die Fliissigkeit mit Kadmiumkarbonat 
gesiittigt, das Brom verjagt, die Fliissigkeit eingedampft, mit 
Wasser aufgenommen, filtriert und mit gleichen Teilen Alkohol 
versetzt. Nach einigem Stehen schieden sich die charakteristischen 
kleinen Kristallchen der Bromkadmiumverbindung der Xylose 
aus, wodurch das Vorhandensein von Xylan als Zellwand- 
bestandteil erwiesen. ist. 

Die tiberaus geringe Menge des aus den Hemizellulosen 
hergestellten Sirups gestattete mir nicht, auf das Vorkommen 
von Dextrose und Mannose zu_priifen. 


') Widtsoe und Tollens, B. B., Bd. XXXII, S. 143 (1900). 
7) Votocek, Chem.-Ztg., 1904, Rep. S. 23. 
3) Bertrand, Bull. chim. (3. Ser.), Bd. V, S. 554. 
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Der von den Hemizellulosen befreite Riickstand wurde 
mit Schulzeschem Reagens (auf t Teil Substanz 12 Teile Sal- 
petersiiure vom spezifischen Gewicht 1,15 und 0,8 Teile Kalium- 
chlorat) 14 Tage lang stehen gelassen, dann ausgewaschen. 
Die nunmehr fast ganz weiben Algenfaiden kochte ich mit sehr 
verdiinntem Ammoniak, wusch sie gut aus, prefte sie auf Ton 
ab und trocknete sie im Dampftrockenschrank. Ich erhielt so 
75 ¢ Zellulose, die in ein kaltes Gemisch von 500 g konzen- 
trierter Schwefelsiiture und 170 g Wasser eingetragen und darin 
einige Tage stehen gelassen wurde. Hierauf verdiinnte ich auf 
etwa 3°/o freie Siture und kochte 6 Stunden lang. Da es mir 
bei meinen Versuchen nie gelang, alle Zelluiose zu verzuckern, 
wahrscheinlich deshalb, weil die hergestellte Zellulose doch nicht 
ganz rein war, habe ich bei dieser Pflanze den unverzucker- 
baren Rest abfiltriert, getrocknet, nochmals mit etwa 80” oiger 
Schwefelsiiure behandelt und hydrolysiert. Der jetzt noch 
bleibende Rest betrug 16°/o der urspriinglichen Zellulose. 

Aus dem sauren Filtrat wurde nach der Neutralisation 
in tiblicher Weise ein Sirup hergestelit. Ein Teil desselben 
gab mit essigsaurem Phenylhydrazin erst beim Erwiirmen ein 
Qsazon, das nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkohol 
gegen 205° schmolz, demnach Dextrosephenylosazon darstellte.?) 
Wiire Mannose in dem Sirup enthalten gewesen, so hiitte sich 
das Hydrazon schon in der Kélte abscheiden miissen. 

Kinen anderen Teil des Sirups verwandelte ich durch 
Oxydation mit Salpetersiure (spez. Gew. 1,15) in Zuckersiiure. 
Davon wurde das Silbersalz in der iiblichen Weise hergestellt 
und analysiert. 

0,3900 ¢ zuckersaures Silber hinterlieBen nach dem Glithen 0.2002 g Silber 
= 51,3°%o. (Berechnet: 50.9%.) 

Die Zellulose der Cladophora gibt somit bei der Ver- 
zuckerung Dextrose, sie ist also eine Dextrosezellulose. Nach 
den mikrcchemischen Befunden ist es wahrscheinlich, dal} die 
librigen Griinalgen abnlich zusammengesetzt sind. 


') Nach Miither, Tabellen der Schmelzpunkte der Hydrazone und 
Osazone der Zuckerarten, Gottingen, 1903. liegt der Schmelzpunkt zwischen 
204° und 205°. 
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Zusammenfassung: Hemizellulose: Xylan; Zellulose: 
Dextrosozellulose. 
2. Flechten. 


Die ausfiihrlichste Arbeit iiber die symbiontische Pflanzen- 
gruppe der Flechten ist von Escombe?) ausgeftihrt. Daneben 
finden sich in der Literatur noch zahlreiche kleinere Arbeiten 
liber die Zellwandbestandteile der Flechten. Trotzdem stehen 
unsere Kenntnisse davon noch sehr zuriick, da gerade in dieser 
Gruppe mit der Untersuchung einiger Typen wenig getan ist, 
well sich bei den Flechten eine grobe Mannigfaltigkeit im 
chemischen Aufbau zeigt. Es ist auch leicht verstiindlich, dal 
hier eine noch grébere Abwechselung moglich ist, als bei den 
anderen Gruppen der Kryptogamen, da ja die Flechten die 
Symbiose eines Pilzes mit einer Alge darstellen. Die Membranen 
beider Gewiichse sind aber nach den bisherigen Untersuchungen 
schon sehr verschiedenartig in ihrer chemischen Zusammen- 
setzung und das bedingt eine noch grobere Mannigfaltigkeit bei 
den Flechten. 

Als Pilze kommen bei den Flechten nur Ascomyceten in 
Betracht, als Algen nur Griinalgen. Die Verschiedenheit im 
chemischen Aufbau wird mehr auf Rechnung der ersteren zu 
setzen sein. 

Die Zellwiinde der Flechten bestehen fast ganz aus Hemi- 
zellulosen, withrend widerstandsfiihige Zellulose und Chitin nur 
in sehr geringer Menge nachweisbar sind. 

Von Hemizellulosen beanspruchen die in heibem Wasser 
loslichen besonderes Interesse. Bis jetzt kKennt man von solchen 
Substanzen das Lichenin, Isolichenin und Everniin. Zur 
Kenntnis des Lichenins und Everniins habe ich im folgenden 
Beitriige geliefert. 

In verdiinnten Siiuren lésten sich bei allen untersuchten 
Flechten reichliche Mengen von Hemizellulosen auf, die sich als 
Abkémmilinge des Galaktans erwiesen. Zum erstenmal ist ferner 
der Nachweis gefiihrt worden, daB manche Flechten (nicht alle) 
Pentosane enthalten, die ja sonst im Pflanzenreich ziemlich ver- 


' Escombe, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 5. 288 (1896). 
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breitet sind. Ob die Pentosane aus den Algenzellen stammen, 
was nach dem befunde bei Cladophora wahrscheinlich ist. lief 
sich nicht entscheiden. Da sie jedoch nicht bei allen Flechten 
vorkommen, ist es moglich, dab auch die Pilzhyphen pentosan- 
artige Bestandteile in geringer Menge enthalten. 

Uber Chitin bei Flechten sagt v. Wisselingh:') «Was 
die Anwesenheit von Chitin anbetrifft, so kann man alle denkbaren 
Fille unterscheiden: bei Peltigera kommt viel Chitin in den 
Wiinden der Hyphen vor; die meisten Lichenes enthalten wenig 
oder sehr wenig Chitin und bei Cetraria fehlt besagter Zellstoff 
ganz». Im allgemeinen stimmt dies mit meinen Untersuchungen 
vollig uberein. 

Zellulose findet sich bei den Flechten, wie es scheint, nur 
in den Membranen der Algenzellen. Escombe?) schlob auf 
Zellulose infolge der Loslichkeit der Algenzellen in’ Kupfer- 
oxydammoniak. V. Wisselingh*) kam zur gleichen Ansicht, 
da sich die Algen mit Jodl6sung blau fiirben und gegen Erhitzen 
mit Glycerin auf 300° widerstandsfaihig sind. Nur die Algen 
bei Peltigera bestehen nach v. Wisselingh nicht aus Zellulose, 
da sie sich mit Jod nicht fiirben und sich beim Erhitzen mit 
Glycerin losen. 


Cladonia rangiferina (L.). 


Die Renntierflechte, die auf dem Feldberg im Schwarzwald 
leicht in grofen Mengen zu sammeln ist, wiihlte ich als Objekt 
fir die Membranuntersuchungen bei Flechten. Es war anzu- 
nehmen, dab infolge der symbiontischen Lebensweise von Alge 
und Pilz sowohl Zellulose, aus den Algenzellen stammend, als 
auch Chitin, von den Pilzhyphen herriihrend, aufzufinden sei. 
Es lagen allerdings iiber diese Flechte*) schon Untersuchungen 
vor, die aber das Vorkommen von Chitin bestritten. Darum 
wurden die Angaben nachgepriift und wie aus dem folgenden 

1) vy. Wisselingh, Jahrb. f. wiss. Bot., Bd. XXXI, S. 667 (1898). 

2) Escombe, a. a. O. 

3) v. Wisselingh, a. a. O., S. 668. 

‘) Vergl. v. Wisselingh, a. a. O. 
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hervorgeht, gelang es, Chitin und Zellulose in geringer Menge 
makrochemisch nachzuweisen. 

Kin Teil des sorgfiltig gereinigten Materials gab nach der 
Destillation mit Salzsaure mit Anilinacetat schwache Furol- 
reaktion, Es wurde deshalb eine quantitative Analyse aus- 
gefiiirt, indem das aus einer abgewogenen Menge der Flechte 
erhaltene Furol mit essigsaurem Phenylhydrazin gefillt wurde. 
Ks entstand sehr bald ein Niederschlag, der nach eintiigigem 
Stehen abfiltriert und bei 90° getrocknet wurde. 

1.1475 g Substanz gaben 0,0249 g Furolphenylhydrazon = 0,0173 ¢ 
entsprechend Pentosan. 

ber dem geringen Pentosangehalt wurde eine genauere 
Identifizierung nicht versucht. Erwihnt sei, dab Nilson?) in 
dieser Flechte keine Pentosen nachweisen konnte. Auch = ich 
erhielt nach dreimonatlicher Behandlung des Materials in’ der 
unten beschriebenen Weise keine Furolreaktion mehr. Die in 
den Zellwinden vorhandenen Pentosane, deren Anwesenheit 
man nach dem schon Mitgeteilten wohl annehmen muf, sind 
demnach in verdiinnten Alkalien leicht l6slich. 

Weiterhin wurde eme grofere Menge der Flechte mit 
Wasser # Stunden lang auf dem Damptbad erhitzt und dann 
abfiltriert, in der Hoffhung, auf diese Weise Lichenin zu erhalten. 
Auf Zusatz von Alkohol zum Filtrat fiel aber nichts aus. Auch 
als die etwa 5 Liter Flissigkeit auf 4/2 Liter eingedampft waren, 
konnte nach Zusatz von gleichviel Alkohol keine Faliung erzielt 
werden, woraus wohl geschlossen werden darf, dab bei dieser 
Flechte Lichenin fehlt oder nur in sehr geringer Menge vorkommt. 
Es ist das deswegen von einigem Interesse, weil meistens be- 
hauptet wird, dab dieses vor fast 100 Jahren von Berzelius 
entdeckte Kohlehydrat in den Flechten sehr verbreitet sel. 

Nach diesen Voruntersuchungen wurde das von allen 
fremden Teilen sorgfiltig gesituberte Material getrocknet, ge- 
pulvert, gesiebt und 4 Monate lang abwechselnd mit  kalter 
Q.5° oiger Natronlauge, mit siedendem Wasser, mit siedendem 
Alkohol und Ather behandelt. Bis es von Eiweibstoffen befreit 


') Nilson, C. C., 1893, Bd. HI, 8. 942. 
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und deshalb zur Verzuckerung tauglich war, mufte es 2 mal 
mit Ather, 6 mal mit Alkohol, 19 mal mit Wasser und 21 mal 
mit Natronlauge ausgezogen werden. Die gereinigte Masse wurde 
hierauf mit 1°/oiger Schwefelsiiture und spiiter mit 3°/oiger 
cekocht, abfiltriert, das Filtrat mit Baryumkarbonat neutralisiert, 
yon dem gebildeten Barvumsulfat abfiltriert und schlieblich ein- 
gedamptt. Der erhaltene Sirup wurde mehrmals mit Alkohol 
ausgezogen und der Auszug im Exsikkator eingedunstet. Er 
<chmeckte sti} und leferte mit essigsaurem Phenylhydrazin ein 
bet LRO—185° schmelzendes Osazon, war also Galaktosepheny]- 
gsazon. (Schmelzpunkt der ganz reinen Verbindung 188—191°).?) 
Da jedoch der Schmelzpunkt allein nicht geniigende Sicherheit 
bietet, den Zucker als Galaktose anzusprechen, wurde ein 
weiterer Teil des Sirups mit Sailpetersiiure (spez. Gew. 1,15) 
oxydiert und nach der tiblichen Weise Schleimsiiure dargestellt, 
die nach dem Trocknen bei 221—222° schmolz.  (Schmelzp. 
21{0—225°.) Im Filtrat von der Schleimsiiure konnte Zucker- 
siiure nicht nachgewiesen werden. Der Sirup enthielt demnach 
nur Galaktose. 

Zum Nachweis von Chitin und Zellulose erwies es sich 
als notwendig, eine grobere Menge Ausgangsmaterial zu ver- 
arbeiten. Es wurden deshalb etwa 10 kg Cladonia gesammelt 
und peinlichst von allen Beimengungen befreit. Um das Volumen 
der Flechte vor der Kalischmelze moglichst zu vermindern, 
wurden sie mehrmals mit sehr konzentrierter Kalilauge und 
heifen verdiinnten Siiuren behandelt. Darauf wurde das Material 
in mehreren Anteilen in einem groben Nickeltiegel mit Kali auf 
140-—-170° erhitzt, die Schmelze in Wasser gelést, die Loésung 
neutralisiert und der Riickstand abfiltriert und ausgewaschen. 
Das Gewicht der Flechte hatte sich nun bedeutend verringert. 
Sie wurde nochmals mit Kali etwa 1 Stunde erwiirmt, wobei 
die Temperatur einigemal bis 180° gesteigert wurde. Die Losung 
der Schmelze mubte sehr stark mit Wasser verdiinnt und mit 
Schwefelséiure neutralisiert werden, dann erst konnte der Riick- 
stand von der Flissigkeit abfiltriert werden. Er wurde mehrere 


') Mither, Tabellen usw. 
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Tage lang mit heibem Wasser behandelt, um das gebildete 
Kallumsulfat zu beseitigen. Der nun vollig neutral reagierende 
Riickstand wurde hierauf mit sehr verdiinnter Essigsiure !/2 Tag 
stehen gelassen, dann erwiirmt und abfiltriert. Aus dem Filtrat 
fiel auf Zusatz von reiner Natronlauge Chitosan in weiben 
Flocken aus. Die erhaltene Menge war tiberaus gering und 
im Vergleich zu der angewandten Menge kaum nennenswert. 
Mit Jodl6sung und Schwefelsiiure firbte sich das erhaltene 
Chitosan zuerst weinrot, dann rotviolett. 

Der Riickstand der Kalischmelze konnte nach dem <A}- 
scheiden des Chitosans nur noch aus Zellulose bestehen. Er 
war dunkelbraun gefirbt, also noch sehr unrein. Unter dem 
Mikroskop konnte man neben anorganischen Verunreinigungen 
hauptsiichlich lose Algenzellen erkennen, daneben zeigten. sich 
noch spiirlich andere organisierte Teilchen, deren Herkunft 
nicht festgestellt werden konnte. Pilzhyphen waren dagegen 
keine nachweisbar. 

Die unreine Zellulose loste sich nur teilweiseim Sc hweizer- 
schen Reagens (Kupferoxydammoniaklosung). Ich verzichtete 
auf eine Reinigung durch Losen und Wiederausfiillen lief} 
die moglichst ausgewaschene Masse einige Tage in 80°/oiger 
Schwefelsiiure stehen. Hierauf wurde auf 3°/o verdiinnt und 
6 Stunden gekocht. Der Riickstand, der sich nicht verzuckern 
lie}, wurde nochmals mit 80°/oiger Schwefelsiiture behandelt 
und dann hydrolysiert, soweit es moglich war. Die in wblicher 
Weise dargestellte kleine Menge Sirup wurde mit essigsaurem 
Phenylhydrazin versetzt und stehen gelassen. Nach dem Er- 
wiirmen triibte sich die Fliissigkeit und setzte nach einigen 
Stunden ein Osazon ab, das nach dem Umkristallisieren gegen 
200° schmolz. Leider geniigte die Menge nicht, um ein ganz reines 
Osazon darzustellen, doch kann man, glaube ich, trotzdem daraus 
schlieben, Dextrosephenylosazon (Schmelzp. 204—205 °) 
vorlag, das aus der Zellulose der Flechtenalge sich gebildet hat. 

Zusammenfassung: Hemizellulosen: Pentosane in ge- 
ringer Menge, Galaktan, kein Lichenin. Zellulose, aus den Algen- 
zellen stammend: Dextrosozellulose. Chitin ist in iuBerst ge- 


ringer Menge nachweisbar. 
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Cetraria islandica (L.). 


Das <islandische Moos» wurde schon von Escombe!) 
vor mehreren Jahren auf seine Zellwandbestandteile hin unter- 
sucht. Bei dieser Gelegenheit erhielt er als Nebenprodukt reichlich 
Lichenin. Wahrend schon vor fast 30 Jahren Klason?) ge- 
zeigt hat, dab Lichenin bei der Verzuckerung Dextrose gibt 
und dieser befund auch von anderer Seite mehrfach bestiitigt 
wurde, glaubt Escombe im Gegensatz hierzu nachgewiesen zu 
haben, dafi der durch Hydrolyse entstehende Zucker Galaktose 
sel. Dieser Widerspruch veranlabte mich, das Lichenin aber- 
mals zu untersuchen und zwar, um I[rrtiimer auszuschlieben, 
von der gleichen Pflanze, von der Escombe ausging. Uberdies 
scheint Cetraria islandica von allen Flechten am reichlichsten 
Lichenin zu enthalten. 

Eine grofere Menge auf dem Feldberg (Schwarzwald) ge- 
summelte Cetraria wurde peinlichst von allen fremden Bei- 
mengungen, wie Tannennadeln, Moosstengeln usw. befreit, damit 
diese Verunreinigungen bei der nachfolgenden Untersuchung 
auf Zellulose nicht zu Irrtiimern Veranlassung giiben. 

Kin Teil der Flechte wurde mit Salzséure destilliert und 
im Destillat mit Anilinacetat Furol nachgewiesen. Somit ist die 
Anwesenheit von Pentosanen auch bei dieser Flechte nach- 
gewiesen, Die Menge ist jedoch nur gering. 

Die Flechte wurde hierauf einige Tage mit 2°/oiger Kalium- 
karbonatlbsung stehen gelassen, wobei die Lésung jedesmal 
erneuert wurde, sobald sie sich braun gefirbt hatte. In einer 
eroben Schale wurden hierauf die gut ausgewaschenen Pflanzen 
mit heibem Wasser tbergossen und das Wasser etwa 2 Stunden 
aut einer Temperatur von 80—90° gehalten. Dann wurde sofort 
durch ein Koliertuch in eine mit Alkohol halbgefiillte Schale 
liltriert. Hierbei fiel das Lichenin als eine schneeweibe, gallertige 
Masse aus, die nach einigem Stehen abfiltriert und getrocknet 
wurde. Mit JodlOsung farbte es sich schwach gelblich. Das 


Escombe, a. a. O. 
*) Klason, B. B., Bd. XIX, S. 2541 (1886). 
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viel leichter lOsliche Isolichenin firbt sich nach Errera!) da- 
gegen blau. Von v. Wisselingh?) ist dies verwechselt worden, 

Das getrocknete Lichenin wurde mit 3°/oiger Schwefel- 
siure hydrolysiert und daraus in bekannter Weise ein Sirup 
gewonnen, der nach Ofterem Umkristallisieren aus Alkohol mit 
Salpetersiiure nach der schon erwahnten Weise oxydiert wurde. 
Nach dem Abdampfen der Salpetersiiure schied sich beim Zer- 
reiben mit Wasser ein weibes Pulver aus, das jedoch anor- 
ganischer Natur war. Dieses Pulver hat vielleicht auch Escombe 
vorgelegen und ihn veranlabt, darin Schleimsdure zu erblicken, 
Von letzterer war keine Spur nachzuweisen. Das Silbersalz 
der erhaltenen Zuckersiiure wurde analysiert. 

Angew. Substanz: 0.1400 Gef. Silber: 0,0720 
= 51,4°%o Ag. (Berechnet: 50,9°/o.) 

Da ich nur wenig zuckersaures Silber erhalten hatte, das 
nur zu emer Analyse ausreichte, wurde eine weitere Menge 
Lichenin auf die gleiche Weise dargestellt und nach dem Troknen 
ohne vorherige Verzuckerung sofort mit Salpetersiiure oxydiert. 
Auch diesmal konnte nicht eine Spur von Sehleimséure aul- 
gefunden werden, dagegen reichlich Zuckersaure. Die Analysen 
des Silbersalzes ergaben: 


| 
Angew. Subst: 0.2884 555, Angew. Subst.: 0,482 
Gef. Silber: O,L474 Gef. Silber: 0.2451 » J 


(Berechnet: 50,9°)0.) 

Hierdurch scheint die Unhaltbarkeit der Escombeschen 
Angabe zur Geniige dargetan zu sein. 

Der vom Lichenin fast befreite Riickstand der Flechte 
wurde ein halbes Jahr lang mit 0,5° oiger Natronlauge 
handelt, wobei die Fliissigkeit durch neue ersetzt wurde, sobald 
sie sich braun gefiirbt hatte. Hierauf wurde die Flechte mit 
etwa 5°/oiger Schwefelsiiure 6 Stunden gekocht und abfiltriert 
Das Filtrat wurde auf 2° 0 freie Siiure verdiinnt, nochmiats 
4 Stunden erhitzt, dann mit Schlemmkreide neutralisiert und 
das Filtrat im Vacuumapparat eingedampft. Mit einem Tei! 


Errera, Dissert. Briissel, 1882, 8. 18. 
7) v. Wisselingh, Jahrb. f. wiss. Bot., Bd. XXXI, 8. 655 (1808 
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des erhaltenen, mit Alkohol gereinigten Sirups wurde ein Osazon 
dargestellt, das nach dem Umkristallisieren bei 192° schmolz. 
Demnach lag Galaktoseosazon vor (Schmelzpunkt 188—191°). 
Dies wurde auch durch die Oxydation eines zweiten Teiles des 
Sirups mit Salpetersiiure bestitigt, wobei ich Schleimsiiure er- 
hielt, die bei 216° schmolz. Zuckersiiure konnte hingegen nicht 
aufgefunden werden. Hieraus ergibt sich, in Ubereinstimmung 
mit den Untersuchungen von Escombe und anderen, dal die 
Pilzhyphen grobtenteils aus einem Galaktan bestehen. 

Chitin war bis jetzt bei dieser Flechte mikrochemisch 
nicht nachgewlesen worden und ich versuchte deshalb, ob ich 
den Nachweis nicht makrochemisch erbringen kOnnte, zumal 
mir dies bei Cladonia gelungen war. Zu diesem Zweck wurde 
die nach dem Auskochen mit verdiinnter Schwefelsiiure zuriick- 
eebliebene Masse in der bei Cladonia beschriebenen Weise 
mit Atzkali bei 180° geschmolzen. Den gut ausgewaschenen, 
unloslichen Riickstand behandelte ich einige Zeit mit stark ver- 
diinnter Essigsiiure. Das stark alkalisch gemachte Filtrat blieb 
auch nach liingerem Stehen ganz klar, wodurch die Abwesenheit 
von Chitosan und damit auch von Chitin in der urspriinglichen 
Substanz erwiesen ist. Im Vergleich zu Cladonia wurde aller- 
dings auch bedeutend weniger Material verarbeitet. Escombe, 
der als erster makrochemisch Chitin nachzuweisen versuchte, 
hatte ebenfalls keinen Erfolg. 

Der in Essigsiiure unlosliche, griin gefirbte Riickstand, 
der nur noch Zellulose enthalten konnte, wurde mit Hoff- 
meisterschem Reagens (1 Teil Substanz, 6 Teile Salzsiiure, 
=pez. Gew. 1,05, und soviel Kaliumchlorat, als sich darin lést) 
2 Tage behandelt, dann gut ausgewaschen. Er bestand haupt- 
sichlich aus Algenzellen, die sich mit Jodlésung und Schwefel- 
siiure blau férbten. Hierauf wurde die Masse mit sehr ver- 
diinntem Ammoniak gekocht, gut ausgewaschen, getrocknet und 
in der mehrfach erwiihnten Weise verzuckert. Die erhaltene 
Menge Sirup war sehr gering, doch geniigte sie zur Darstellung 
eines Osazons, das nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
Alkohol bei 203° schmolz. Demnach bestehen auch hier, wie 
bei Cladonia, die Algenzellen aus einer Dextrosozellulose. 
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Zusammenfassung: Hemizellulosen sind verschiedene 
nachweisbar: Pentosan, Dextran, Galaktan. Die beiden letzteren 
machen die Hauptmenge des Flechtenthallus aus. Chitin feblt. 
Zellulose, aus den Algenzellen stammend, gibt bei der Hydro- 
lvse Dextrose. 


Evernia prunastri (L.). 3) 


Im Jahre 186% hat Stiide?) einen Membranbestandteil 
aus Evernia prunastri beschrieben, den er Everniin nannte. 
Dieses Everniin ist nach dem Entdecker in heifiem Wasser und 
verdiinnten Laugen ldslich, wird durch Alkohol aus der Losung 
gefallt, gibt bei der Hydrolyse Dextrose und mit Jodlésung 
fiirbt es sich nicht blau. Diese Eigenschaften kommen alle 
auch dem Lichenin zu ([solichenin farbt sich mit Jod blau) 
und Czapek*) vermutete deshalb, dab beide Substanzen mit- 
einander identisch seien. Nach gut miteinander  iiberein- 
stimmenden Analysen von Sttide hat Everniin jedoch die Forme! 
C,H,.0,, weicht also vom Lichenin bedeutend ab. Meine Ab- 
sicht war es nun, aufzukliiren, ob wirklich zwei verschiedene 
Substanzen vorliigen. Zu diesem Zweek suchte ich die Oxy- 
dationsprodukte des Everniins zu fassen und priifte nochmals 
die Formel des Everniins durch mehrere Analysen. Beides war 
mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft. 

Das verwendete Material stammte von den Pappeln an 
der Strabe zwischen Donaueschingen und Dirrheim. 

500 ¢ an der Luft getrocknete Evernia wurde mit Wasser 
eine Stunde gekocht, abfiltriert, noch zweimal gekocht und 
abfiltriert. Die Filtrate wurden zu gleichen Teilen mit Alkoho! 
versetzt, worauf sich fast weibe Flocken ausschieden, die nach 
eintiigigem Stehen von der Fliissigkeit getrennt wurden, Mit 
Jodtinktur und Schwefelsiiure fiirbte sich die gallertige Masse 
schwach gelblich, Das Volumen der Flechte hatte nach dieser 
sSehandlung sehr abgenommen. 


‘) Herr Dr. E. Baur in Berlin hatte die Freundlichkeit, meine 
Jestimmung nachzuprifen. 
2) Stiide, Liebigs Ann., Bd. CXXXI, S. 241. 


Czapek, Biochemie, Bd. I, 8. 415. 
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Kin Teil der grauweiben Masse, die das Everniin dar- 
stellte, wurde mit Salpetersiiure (spez. Gew. 1,15) oxydiert. 
Dreimal versuchte ich vergeblich, Zuckersiiure zu erhalten, ohne 
dai ich den Grund des Miflingens angeben kann. Erst beim 
vierten Versuch hatte ich Erfolg. beim Verreiben des Oxydations- 
produktes mit Wasser sechied sich ein feiner weiber Nieder- 
schlag aus, den ich anfangs fiir Schleimséure hielt, er war aber 
anorganischer Natur. Schleimsiiure war dagegen keine nach- 
weisbar, woraus auf die Abwesenheit von Galaktan im Everniin 
geschlossen werden mul. Das erhaltene saure, zuckersaure 
Kallum wurde zweimal aus Wasser umkristallisiert, dann das 
Silbersalz dargestellt und analysiert: 

Angew. Substanz: O,1896 ¢ \ 
Gef. Silber: 0.0968 » 

Das erhaltene Oxydationsprodukt stimmt mit Stiides An- 
gaben insofern tberein, als er bei der Verzuckerung Dextrose 
erhalten hat. Diese gibt aber bekanntlich bei der Oxydation 
Zuckersiiure. 

Der zweite Teil meiner Aufgabe war die Priifung der 
Formel C,H,.0,, denn durch das Oxydationsprodukt war ein 
Unterschied zwischen Lichenin und Everniin, wie eben gezeigt, 
nicht aufzufinden gewesen. 

Ein Teil des Everniins wurde nach zweimaligem Loésen 
in kochendem Wasser und darautfolgendem Fallen mit Alkohol 
im Dampftrockenschrank getrocknet, dann gepulvert und 


== 91,05°/o. (Berechnet: 50,9°/o.) 


analysiert: 


Angew. Substanz: O1628 ¢ | 569780 

Gefundene Kohlensiiure: O2200 » = 7.64% H 

Gefundenes Wasser: O.1120 » 35,39°o OU 


Hieraus ergibt sich die Formel C,H,.0,, wie sie auch 
aus den Analysen von Stiide sich ableitet. Was mich aber 
liberraschte, war ein erheblicher anorganischer Riickstand im 
Schiffehen nach der Verbrennung. Dieser Riickstand betrug 
g, also 11°/o des Everniins. <Auffallend war ferner, 
dah meine Analyse mit der von Stiide stimmte, wenn man 
den anorganischen Rest vernachiiissigte. Tut man das aber 
nicht, dann erhélt man folgende Zahlen: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 1 
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Angew. Substanz: g | 41,61°/o C 
Gefundene Kohlensiure: Q.2209 » = 8.7420 H 
Gefundenes Wasser: 0.1120 » 49,65° 0 O 


Hieraus berechnet sich die summarische Formel C,H,,0,. 
Kin im ganzen viermal gefilltes Everniin ergab bei der 
Analyse folgende Resultate. 


I. Angewandte Substanz == 0.2572 g; hiervon waren 0.0064 ¢ unver- 
brennliche Bestandteile abzuziehen == 2,89°/o, also: 
Angew. Substanz: 0.2508 42, 47°%/o C 
Gefundene Kohlenséure: O3906 » 7.28%. H 
Gefundenes Wasser: O1645 » | O 
Il. Angewandte Substanz = 0.1500 g; hiervon waren 0,0046 g unver- 
brennliche Bestandteile abzuziehen == 3,1°/o, also: 
Ber. fiir C,H,,0,: 
Angew. Substanz : O 1454 42,70°%0 C 43,2°0 C 
Gefundene Kohlensiiure: 0.2277 » = 7.63° H 7,7°0 H 
Gefundenes Wasser: 0.0999 4 49.67°%o O 49.39, O 


Aus diesen Analysen ersieht man, dafi ein grober Teil 
der anorganischen Substanz nach Ofterem Lésen und Fiillen 
verschwunden ist und demnach wohl kaum in Verbindung mit 
dem Kohlehydrat steht. Ferner stimmen die Resultate der 
Analysen, nach Abzug des anorganischen Restes, innerhalb 
der Fehlergrenzen miteinander tiberein. Die Formel C,H,.0, 
libt sich aus beiden Analysen berechnen. 

Um ganz sicher zu sein, analysierte ich jedoch noch 
einmal frisch gefilltes, bei 110° getrocknetes Everniin. Es 
war zu erwarten, dab hier der anorganische Rest noch etwas 
hoher als 11°09 sei und dai die Prozentzahlen, bei Vernach- 
liissigung des anorganischen Restes, wieder denen von Stiide 
nahekamen. 

Angew. Substanz: 0.2004 | 36,74°)0 C 

6.58%/o H 
56,6890 O 


Giefundene Kohlensiure: O.2700 » 


Gefundenes Wasser: O,1188 >» 

Daraus berechnet sich die Formel C,H,,0,. Der geringere 
H-Gehalt liegt fast noch in der Fehlergrenze der Analyse. 

Der unverbrennliche Rest betrug 0,0280 g, also 14°» des 
averniins. Zieht man diesen Rest ab, dann erhiilt man die 
folgenden Zahlen: 
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Angew. Substanz: O1724 g 42.8190 
Gefundene Kohlenséure: 0,2700 » = 7,040 H 

Gefundenes Wasser: O1188 >» 49.65% 0 O 


Hieraus ergibt sich die Formel: C,H,.O,. 

Man sieht also, dem Everniin die Stitidesche Forme! 
nicht zukommen kann, sondern dah es die summarische Zu- 
sammensetzung C,H,.O, haben muh. Stiide hat den unver- 
brennlichen Rest wohl deshalb tibersehen, weil man zu seiner 
Zeit die Substanz nicht fiir sich im Sehiffchen verbrannte, 
sondern mit Kupferpulver gemengt, wobei ein etwa bleibender 
Riickstand natiirlich leicht tibersehen werden konnte. 

Everniin unterscheidet sich also vom Lichenin in der 
Zusammensetzung. Auch ist es im Gegensatz zum Lichenin 
sehr klebrig, sodafi z. B. die Filter beim Trocknen fest zu- 
sammenklebten. Bei der Oxydation und Verzuckerung  erhiilt 
man dagegen die gleichen Produkte wie beim Lichenin. 

Der unverbrennliche Bestandteil enthalt Kalium und 
Calcium in ansehnlicher Menge, zwei Elemente, die bekannt- 
lich in allen Pflanzen vorkommen. Ferner sind darin ziem- 
lich viel Quarzk6rnchen enthalten, die mechanisch an der 
Pilanze haften und beim Kolieren der Losung mit durchgehen 
und sich auch durch Fallen der LOsung mit Alkohol nur schwer 
beseitigen lassen. 

Der Riickstand der Flechte, der nach dem Auskochen 
mit Wasser hinterblieb, wurde mit 0,5°/oiger Natronlauge 
einige Wochen behandelt. Sobald sich die Lauge braun ge- 
firbt hatte, wurde sie durch neue ersetzt. Hierauf wurde die 
gut ausgewaschene Flechte mit 3° oiger Schwefelsiiure 10 
Stunden erhitzt und dann abfiltriert. Aus dem Filtrat lief 
sich ein Sirup gewinnen, dessen Phenylosazon nach dem Um- 
kristallisieren bei 182° sechmolz. Der Rest des Sirups wurde 
mit Salpetersiiure (spezifisches Gewicht 1,15) oxydiert, wodurch 
Schleimséure erhalten wurde, die nach dem Trocknen im 
Dampftrockenschrank den Schmelzpunkt 217° hatte. Zuckersiiure 
lie} sich im Filtrat von der Schleimsiiure nicht nachweisen. 

Die in verdiinnten Séuren lésliche Hemizellulose ist dem- 
nach, wie bei den beiden vorigen Arten, ein Galaktan. 
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Der Riickstand, der nach der Abscheidung des genannten 
Galaktans blieb, wurde im Nickeltiegel mit Atzkali auf 160° 
erhitzt, hierauf die Schmelze in Wasser gebracht und nahezu 
neutralisiert. Der Niederschlag wurde durch AbgieBen von 
der Fliissigkeit getrennt, dann an der Saugpumpe abfiltriert 
und gut mit Wasser, zuletzt mit Alkohol und Ather aus- 
gewaschen. Dann lieb ich die Masse einige Stunden in ver- 
diinnter Essigsaure stehen, erwarmte gelinde und filtrierte. 
Das Filtrat wurde mit Atzkali alkalisch gemacht, worauf sich 
reichlich weiBe Flocken von Chitosan ausschieden, die ab- 
filtriert und mehrmals gelost und wieder gefallt wurden. Das 
gut ausgewaschene Chitosan wurde schlieblich getrocknet. Mit 
Jodlésung und verdiinnter Schwefelsiiure firbte es sich violett- 
rot, so wie es v. Wisselingh?) fir Chitosan angibt. Nach 
dem Trocknen war die erhaltene Menge so gering, dali eine 
Analyse nicht ausfithrbar war, zumal die Substanz noch = an- 
organische Bestandteile enthielt. 

Die zuletzt noch iibriggebliebene Zellulose wurde zuerst 
mit Hoffmeisterschem Reagens, dann mit ganz verdiinnter 
Natronlauge behandelt. Trotzdem sie noch ziemlich unrein 
war, fiihrte ich doch die Jodreaktion auf Zellulose aus. Die 
Masse. fiirbte sich hierbei nicht rein blau, sondern mehr violett, 
wohl der Unreinheit wegen. Es scheint ebenfalls, wie bei den 
friiher untersuchten Algen aus Flechten, eine Dextrosozellulose 
vorzuliegen, die jedoch der geringen Menge wegen nicht ver- 
zuckert wurde, 

Zusammenfassung: Hemizellulosen bilden weitaus den 
grobten Teil der Flechte. Everniin, in heibem Wasser lodslich, 
Galaktan, in verdiinnter heiber Séure léslich, wurden nach- 
sewiesen. Pentosane fehlen. Dem Everniin kann die bisher 
angenommene Formel nicht zukommen. Chitin ist in geringer 
Menge vorhanden. Die Algenzellen bestehen aus gewohnlicher 
(Dextroso-) Zellulose. 

Ramalina fraxinea (L.). 

Zusammen mit Evernia findet sich auch Ramalina 

fraxinea in Menge an Pappeln bei Donaueschingen. Sie steht 


v. Wisselingh, a. a. O., S. 639. 
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der Evernia sehr nahe und deshalb vermutete ich, dal sie 
ebenfalls Everniin enthielte. Hauptsiachlich um die Richtig- 
keit dieser Vermutung zu priifen, wurde die Flechte zum 
SehluB noch untersucht. Die anderen Bbestandteile wurden 
dagegen nicht weiter beriicksichtigt. 

Das Vorhandensein von Furol nach der Destiilation mit 
Salzséure liehb sich bei Ramalina ebensowenig bei 
Evernia nachweisen. 

Durch Auskochen mit Wasser und Versetzen des Filtrats 
mit der gleichen Menge Alkohol reichlich eine 
weibe Hemizellulose, die sich, mit Jod bestreut, kaum = gelblich 
firbte. Nach Zusatz von ziemlich konzentrierter Schwefelsiiure 
nahm sie eine blaugriine Farbe an. Eine Lassaignesche 
Stickstoffprobe fiel negativ aus. 

Ein Teil der erhaltenen Substanz wurde ber 110° ge- 
trocknet und analysiert: 


0.2809 g hinterliefen 0,0034 Asche = 1.5", 


Angew. Substanz: O2775 | C 

Gefundene Kohlensiure: O4480 » = 7.39% H 

Gefundenes Wasser: | 48.59% O 
=e 

Il. 0.2834 angewandte Substanz hinterliefhen 0.0028 g Asche == 
Angew. Substanz: O.2806 g 44,11°%/o C 
Gefundene Kohlensiure: O4538 » = 7.18% 0 H 
(refundenes Wasser: O1815 » 48.71% O 

Berechnet fiir C,H,,0, : Berechnet fir C,H,,0, : 
43,9%/o C 44.49 C 
7,3°/o H H 
48.895 O O 


Aus diesen beiden gut miteinander iibereinstimmenden 
Analysen ergibt sich erstens, dafi der Gehalt an anorganischen 
Bestandteilen, jihnlich wie beim Lichemin, ein sehr geringer 
ist, im Gegensatz zum Everniin, bei dem ich etwa 10 mal 
soviel anorganische Salze nachweisen konnte. 

Die Analysenzahlen stimmen auf die Formel C,H,,0,. 


Ob der verhiltnismabig geringe Mehrgehalt an Wasserstolf 


gegeniiber der Formel C,H,,O; nicht vielleicht doch aut hygro- 
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skopisches Wasser zurickzufiihren ist, konnte ich aus Mangel 
an Material noch nicht entscheiden. Wenn dies der Fall wire, 
so wirde das in heifem Wasser lésliche Kohlehydrat aus 
Ramalina mit Lichenin isomer, wenn nicht sogar identisch sein. 
Wie bei Evernia oxydierte ich auch bei dieser Flechte 
die erhaltene Hemizellulose. Hierzu wurden 20 g im Dampf- 
trockenschrank getrocknete Substanz mit 80 ccm Salpetersaure 
(spez. Gew. 1.15) eingedampft, mit Wasser aufgenommen und 
nochmals auf etwa 40 ccm eingedampft. Die Fliissigkeit blieb 
darauf 1 Tag stehen. dann wurde abfiltriert. Der schwarze 
Riickstand war sehr gering: Schleimsiure enthielt er keine. 
Galaktan ist demnach in dieser Hemizellulose nicht vorhanden. 
Das Filtrat wurde in der Wirme mit Kaliumkarbonat schwach 
alkalisch gemacht und dann eingedampft. Beim Zusatz von 
Kisessig ergab sich ein reichlicher, hellbrauner Riickstand, der 
auf Ton abgepreBt und aus Wasser zweimal umbkristallisiert 
wurde, was ohne Schwierigkeiten moglich war. Ich erhielt 
so schneeweibe Kristalle, die in Wasser gelOst wurden. Die 
Losung wurde mit Ammoniak neutralisiert, dann Silbernitrat- 
losung zugesetzt, wodurch ein dicker, kiisiger Niederschlag ge- 
fallt wurde, der nach einiger Zeit kornig wurde und zusammentiel. 
Das erhaltene Silbersalz wurde im Exsikkator getrocknet. 
Die Analyse ergab, dab zuckersaures Silber vorlag. 
I. Angew. Substanz: 0.2398 g \ 
Gefund. Silber:  O,1218 » f 
Il. Angew. Substanz: 0.2671 
Gefund. Silber: 01353 » f 
Zusammenfassung: Der in heiBem Wasser lésliche Be- 
standteil der Ramalina ist den Verbrennungsanalysen nach 
von dem der Evernia wohl verschieden und mdglicherweise 
nichts anderes als Lichenin. Weitere Untersuchungen hieriiber 
sind in Aussicht genommen. 


= 508%, (Berechnet: 30.9 °/0.) 


= 50,650, 


3. Lebermoose. 

Soweit mir bekannt ist, sind bis jetzt noch niemals die 
Zellwiinde der Lebermoose auf ihre Zusammensetzung | hin 
genauer untersucht worden, wie tiberhaupt unsere Kenntnisse 
der Lebermoose in chemischer Beziehung noch sehr zu wiinschen 
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iibrig lassen. Eine kurze Notiz gibt Gjokic,') der durch 
mikrochemische Reaktionen feststellt, dai ber Leber- und Laub- 
moosen die Zellwiinde aus Zellulose und Pektinstoffen bestehen. 
Spiter beschrieb Czapek?) bei Laubmoosen einen aromatischen 
Zellwandbestandteil, das Sphagnol, das auch in Lebermoosen 
yon ihm nachgewiesen wurde. 

Es war von vornherein wahrscheinlich, dali in der Zu- 
sammensetzung der Zellwiinde verschiedene Arten keine grofen 
Unterschiede zeigten, was auch durch die nachstehenden Unter- 
suchungen bestiitigt wurde. Die Membranbestandteile beider 
untersuchten Arten sind genau die gleichen. Mit JodlOsung und 
Schwefelsiiure farben sich die Winde dunkelblau, mit Ausnahme 
der Mittellamellen. Nach einigen Autoren soll die Blaufirbung 
nicht immer gleich eintreten. Bei Trichocolea z. b. konnte 
ich keine reine blaue Farbe erhalten, sondern eine griinblaue. 
Vielleicht rihrt das von Czapeks Sphagnol her. Aus Material- 
mangel konnte ich keine makrochemische Analyse der bei dieser 
Art vorhandenen Zellwandstoffe ausfiihren. 

Die wahre Zellulose besteht, wie es scheint, bei den Leber- 
moosen nur aus Dextrosozellulose, im Gegensatz zu den Laub- 
moosen, wo Winterstein,*) wenigstens bei einer Art, auch 
Mannose nachgewiesen hat. 

Interessant ist der relativ grobe Gehalt der untersuchten 
Pflanzen an Pentosanen. Beim Sammeln des Materials wurden 
Pflanzen mit stark verdickten Zellecken ausgewahlt, da ich in 
den Verdickungen Hemizellulosen vermutete. Die Erwartung 
erwies sich z. T. als richtig, denn Pentosane konnten reich- 
lich nachgewiesen werden, aber sie sind in den Zellverdickungen 
offenbar zusammen mit der echten Zellulose vorhanden, da die 
Verdickungen nach dem Kochen mit verdiinnter Schwefelsiiure 
nicht kleiner geworden waren. Bei der Identifizierung der 
Pentosen wurde nur auf Arabinose und Xylose Riicksicht ge- 
nommen, doch ist es nicht ausgeschlossen, dafi vielleicht noch 
andere Pentosen in den Lebermoosen vorkommen. 

') Gjokic, Osterr. bot. Zeitschr., 1895, S. 330—334. 

*) Gzapek, «Flora», 1899, S. 361. 

') Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 152 (1895). 
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Spektroskopisch leben sich Methylpentosen nachweisen. 
Auch hier ist es nicht unmoglich, dai eine neue Methylpentose 
vorliegt. Die Untersuchungen, welche sich zur Aufgabe stellen, 
die Methylpentose genau charakterisieren, sind iiberaus 
schwierig, weil der Gehalt der Moose daran offenbar sehr 
gering ist. Teh mui mich deshalb mit dem Hinweis auf ihr 
Vorkommen_ begniigen. 

Ligninsubstanzen fehlen den Lebermoosen, wenigstens 
fielen meine diesbeziiglichen Reaktionen mit Phloroglucin und 
Salzsiiure alle negativ aus. Zu dem gleichen Ergebnis kam 
auch Gyjokie. 

Die nachfolgenden eingehenden Schilderungen der Membran- 
stoffe beziehen sich auf zwei nicht gar zu weit auseinander 
stehende Gattungen aus der Reihe der akrogynen Jungermannien. 
Es mul weiteren Untersuchungen anheimgestellt bleiben, wie 
sich die Marchantiaceen und Anthocerotaceen aufbauen, 
die ja auch entwickelungsgeschichtlisch von den hier behandelten 
Arten abweichen. 

Leioscyphus (Jungermannia) Taylori (Hook). 

An einer Felswand am Feldberg (Schwarzwald) konnte 
ich in hinreichender Menge Leioscyphus Taylori sammeln. 
Dieses Lebermoos wurde deshalh ausgewihlt, weil es ein sehr 
typisch collenchymatisches Zellnetz  besitzt. Die Polster 
zeichneten sich durch grobe Reinheit aus und konnten fast 
alle ohne weiteres zur Untersuchung verwendet werden. Das 
Material wurde im Dampftrockenschrank getrocknet, dann 
pulverisiert und durch Dampfdestillation ein darin vorhandenes 
fitherisches Ol gewonnen. Nach der Destillation wurde das 
Moos withrend mehrerer Monate mit 0,5°/oiger Natronlauge 
behandelt, bis sich diese nicht mehr firbte. 

Ein ‘Teil des Mooses wurde mit verdiinnter Salzsiure 
destilliert und mit Anilinacetat reichlich Furol nachgewiesen. 
In einer anderen Probe wurde das erhaltene Furol quantitativ 
bestimmt, indem ich es nach der Vorschrift von Tollens?) 
mit Phenylhydrazin  fiillte. Fast augenblicklich trat eine 


', Tollens, Handb. d. Kohlehydrate, Bd. II, 8. 75. 
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milchige Triibung ein, und nach kurzer Zeit entstand ein 
kristallinischer Niederschlag von Furolphenylhydrazon, der nach 
eintiigigem Stehen in ein AsbestrOhrchen abfiltriert und im 
Dampftrockenschrank getrocknet wurde. 


I. 0,6032 g Moos gaben 0.0747 g Furolphenylhydrazon 


== 0,0535 g oder 8,7°/o Pentosan. 
I]. 03170 g Moos gaben 0,0386 g Furolphenylhydrazon 
= 0.0274 oder 8.6°o Pentosan. 

Auf die, wie wir gleich sehen werden, ebenfalls vor- 
handenen Methylpentosen ist bei dieser Fiillungsmethode keine 
Riicksicht genommen worden. 

Zum Nachweis von Methylpentosen wurden 100 g  ge- 
pulvertes Material mit Salzsdiure (1,06 sp. Gew.) destilliert, 
ein Teil des Destillates nach der Angabe von Widtsoe und 
Tollens!) mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsiiure 
versetzt, erhitzt und vor den Spektralapparat gebracht. Es 
zeigte sich bald eine Absorption des brechbareren Endes des 
Spektrums bis zum Griin, wie dies fiir Methylfurol charakte- 
ristisch ist. Eine andere Probe wurde nach der Methode von 
Tollens und Oshima?) zu gleichen Teilen mit konzentrierter 
Salzsiure versetzt und wenig PhloroglucinlOsung zugegeben. 
Diese Reaktion ist weit empfindlicher, denn mit 10 Tropfen 
Destillat, 1 Tropfen PhloroglucinlOsung und 10 Tropfen Salz- 
siiure erhielt ich nach dem Verdiinnen auf 20 ecm noch ein 
deutliches Absorptionsspektrum. 

Nach der mehrmonatlichen Behandlung der Hauptmenge 
des Materials mit ganz verdiinnter Natronlauge in der  friiher 
beschriebenen Weise wurde es mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
Stunden gekocht, wodurch sich die Hemizellulosen lésen. 
Aus dieser LOsung wurde ein Sirup dargestellt, der sehr starke 
Furolreaktion gab, somit die nachgewiesenen Pentosen enthielt. 


Nach mehrmaligem Reinigen durch Alkohol wurde er auf 


Arabinose und Xylose getrennt untersucht. 
Der eine Teil diente zur Darstellung des Bertrandschen 


Widtsoe und Tollens, B. B., Bd. XXXII, S. 143 (1900). 
?) Tollens und Oshima, B. B., Bd. XXXIV, S. 1425 (1901). 


Karl Miller. 


Bromkadmiumxylonats!) in der schon angegebenen Weise, 
Nach einigen Stunden hatten sich zahlreiche mikroskopische 
Kristillchen von Bromkadmiumxyvlonat gebildet. 

Kin zweiter Teil des Sirups diente zur Darstellung des 
Arabinosebenzylphenvlhydrazons nach Ruff.?) Tropfen 
Sirup wurden mit 2 ccm 70°/oigem Alkohol versetzt und hierzu 
eine Losung von 20 Tropfen Benzylphenylhydrazin in 1 ccm 
absolutem Alkohol gegeben. Nach kriiftigem Schiitteln wurde 
die Fliissigkeit sich selbst tiberlassen. Am niichsten Tag hatten 
sich weibe Kristallkugeln gebildet, die aus 75°/oigem Alkohol 
umkristallisiert, sch6ne weibe Nadeln vom Schmelzpunkt 172° 
darstellten. (Schmelzpunkt 173 °.) 

Um etwa vorhandene Mannose nachweisen konnen, 
wurden 400 g gepulvertes Material mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
gekocht. Das neutralisierte und mit Tierkohle entfirbte Filtrat 
wurde eingedampft und mehrere Tage mit essigsaurem Phenyl- 
hydrazin stehen gelassen. Es entstand kein Niederschlag, wo- 
durch die Abwesenheit von Mannose erwiesen war. Nach dem 
Erwiirmen fiel reichlich Osazon aus, das bei 203° schmolz, 
also) Dextroseosazon war. Der entstandene Traubenzucker 
stammte aber offenbar aus dem Inhalt der Mooszellen, der ja 
nicht entfernt worden war. 

Der nach der Entfernung der Hemizellulosen bleibende 
Riickstand des Mooses wurde nach Hoffmeister’) mit der 
sechsfachen Menge Salzsiiure (sp. Gew. 1,05) und soviel chlor- 
saurem Kali versetzt, dafi noch ein Teil ungelést blieb. Nach 
eintiigigem Stehen wurde die fast weibe Masse abfiltriert, gut 
ausgewaschen und mit sehr verdiinntem Ammoniak behandelt. 
Die gut ausgewaschene und iiber Schwefelsiiure getrocknete 
Masse wurde dann in der Kiélte in 80°/oiger Schwefelsaure 
gelost, nach einigem Stehen auf 3°/o freie Saure verdiinnt und 
sechs Stunden gekocht. 

Kin Teil des schlieBlich erhaltenen Sirups wurde mit 
essigsaurem Phenylhydrazin versetzt und 1 Tag stehen gelassen. 


') Bertrand, Bull. chim. (3. Serie), Bd. V, S. 554. 
*) Ruff, B. B., Bd. XXXII, S. 3234 (1899). 
“\ Hoffmeister, Ref. in Just, Bot. Jahrb., 1888, Bd. I, S$. 690. 
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Es entstand keine Faéllung, wodurch auch bei der echten 
Zellulose die Abwesenheit von Mannose dargetan ist. Nach 
dem Erwirmen der Losung auf dem Wasserbad entstand eine 
reichliche Menge Osazon, das nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus Alkohol bei 203° schmolz, somit als Dextrosophenylosazon 
zu betrachten ist. 

Ein anderer Teil des Sirups wurde mit Salpetersiiure 
oxydiert und das saure Kaliumsalz der Zuckersaure dargestellt. 
Dieses wurde in das Silbersalz umgewandelt, dessen Analyse 
folgende Zahlen ergab: 


Angew. Substanz: 0.5117 g 
== 50,7"0. (Berechnet: 50,9°/o.) 
Gef. Silber: 0,2598 » f 


Daraus ergibt sich, dai eine Dextrosozellulose vorlag. 

Zusammenfassung: Hemizellulosen: Xylan, Araban, 
Methylpentosan; Mannose ist nicht vorhanden. Echte Zellulose : 
Dextrosozellulose. 


Mastigobryum trilobatum (L.). 


Auch Mastigobryum trilobatum wurde seiner Zelleck- 
verdickungen wegen, aus den schon geschilderten Griinden, zur 
Untersuchung ausgewihlt, zumal es in einem Walde am Titisee 
(Schwarzwald) in grober Menge auftritt und von hier in fast 
beliebigen Quantitéten zur Verfiigung stand. 

Die Verarbeitung war genau die gleiche wie bei Leio- 
scvyphus, nur mit der Ausnahme, dab dieses Material reichlich 
mit Tannennadeln vermengt war, die zuerst ausgesucht werden 
muften. Zu diesem Zweck wurden die Pflanzen zuerst ge- 
trocknet, dann lieB sich ein grober Teil der Nadeln durch 
Schiitteln und Klopfen entfernen. Der Rest wurde sorgfiltig 
durch Aussuchen beseitigt, was eine zwar miihsame, aber un- 
bedingt notwendige Arbeit ist. Ein iitherisches Ol wurde wie 
bei Leioscyphus gewonnen. 

Auch dieses Moos zeigte starke Furolreaktion. Eine quan- 
titative Analyse, in gleicher Weise wie bei der vorigen Pflanze 
ausgefiihrt, ergab folgende Zahlen: 

(9307 g bei 100° getrocknetes Moos gaben 0,0605 g Furolphenylhydrazon 
= 0,0429 oder 8,0°o Pentosan, 
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Der Gehalt ist also ziemlich der gleiche, wie bei Leio- 
scyphus. 

Kine Probe wurde in der beschriebenen Weise unter Zusatz 
von Phloroglucin spektroskopisch auf Methylpentosen gepriift. 
Wie bei Leioscyphus wurde auch bei diesem Lebermoos eine 
deutliche Absorption des Spektrums von griin bis blau wahrge- 
nommen, wodurch auch hierfiir der Nachweis von Methyl- 
pentosen erbracht ist. 

Das gepulverte Material wurde danach wihrend 6 Monaten 
mit O.5° oiger Natronlauge bei Zimmertemperatur ausgezogen, 
Ofters dazwischen mit Wasser gekocht, schlieblich mit Alkohol 
und dann mit Ather behandelt. Als sich nach liingerem Stehen 
die Lauge kaum mehr fiirbte, wurde das Material zuniichst mit 
5°/oiger Schwefelsiiure gekocht, um die Hemizellulosen in Losung 
zu bekommen. Nach 6stiindigem Kochen zeigte der Riickstand 
keine Pentosanreaktion mehr. Die vom Moos abfiltrierte LOsung 
wurde mit Wasser aufs doppelte Volumen gebracht, nochmals 
eimige Stunden erhitzt und dann mit Schlemmkreide neutralisiert. 
Der erhaltene Sirup wurde geteilt. 

Der eine Teil des Sirups wurde nach Ruff mit Benzyl- 
phenylhydrazin auf Arabinose gepriift, wie bei Leioscyphus 
niher angegeben ist. Nach zweitagigem Stehen zeigten sich 
reichlich helle, kugelige Kristallwarzen, die bei 169° schmolzen. 
Nach dem Umkristallisieren aus Alkohol zeigten die nun schnee- 
weiben, kleinen Nadeln den Schmelzpunkt 173°, der mit dem 
des Arabinosebenzylphenylosazons genau iibereinstimmt. 

Kin anderer Teil des Sirups wurde nach Bertrand mit 
Brom und Kadmiumcarbonat behandelt. Nach mehrstiindigem 
Stehen erschienen Kristalle, die unter dem Mikroskop wetzstein- 
formig aussahen, woraus auf Xylose geschlossen werden dart. 
Diese Reaktion wurde nochmals mit einer groBeren Menge Sirup 
wiederholt. Nach Zusatz von Alkohol fiel bald ein Niederschlag 
aus, der sich nach eintiigigem Stehen zu reichlichen weiben 
Nadeln umgebildet hatte. Diese wurden auf Ton abgepreft und 
getrocknet. Sie verwitterten hierbei, was fiir Bromkadmium- 
xylonat charakteristisch ist. 

Auf Mannose wurde wie bei Leioscy phus vergeblich geprilt. 
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Der mit verdiinnter Schwefelsiiure ausgekochte Riickstand 
des Mooses wurde getrocknet und dann mit Hoffmeisterschem 
Reagens behandelt. Nach eintigigem Stehen wurde das _ ge- 
bleichte Moos ausgewaschen, Ofters mit verdiinntem Ammoniak 
ausgekocht, getrocknet und in 78°/oiger Schwefelsiure gelost. 
Wie bei Leioseyphus wurde ein Sirup gewonnen, der durch 
wiederholtes Lésen in Alkohol von anorganischen Bestandteilen 
befreit wurde. Ein Teil desselben wurde mit essigsaurem 
Phenylhydrazin versetzt und stehen gelassen. Es entstand kein 
Niederschlag, was die Abwesenheit von Mannose beweist. Nach 
dem Erwiirmen schied sich reichlich ein Osazon ab, das nach 
zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 204° schmolz, 
danach Dextrosephenylosazon war. 

Ein weiterer Teil des Sirups wurde mit Salpetersiiure 
ispez. Gew. 1,15) oxydiert, wodurch ich Zuckersiure erhielt, 
deren Silbersalz analysiert wurde. 

Angew. Substanz: 0,3248 g \ 
Gef. Silber: 0.1650 » f 

Hierdurch ist sichergestellt, dab eine Dextrosozellulose 
vorliegt. 

Zusammenfassung: Hemizellulose: Xylan, Araban, Me- 
thylpentosan: Mannose ist nicht nachweisbar. Echte Zellulose : 
Dextrosozellulose. 


= (Berechnet: 50,9°/o.) 


4. Laubmoose. 


Winterstein'’) zeigte vor 10 Jahren, die Zellulose 
eines Gemisches verschiedener Bryaceen bei der Hydrolyse 
Dextrose und Mannose liefere. Mannose wurde sonst selten 
bei echter Zellulose gefunden und der Umstand, dafi auch ver- 
schiedene Farne nach Winterstein das Mannosemolekiil zum 
Aufbau ihrer Winde benutzen, kénnte die Ansicht aufkommen 
lassen, die Archegoniaten enthielten diesen Bestandteil in der 
Mehrzahl der Fiille. Da bei den nachfolgenden Laubmoosen, 
wie auch bei den untersuchten Lebermoosen keine Mannose 
nachzuweisen war, scheint auch bei den Archegoniaten Mannose 
hur ausnahmsweise vorzukommen. 


', Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 152 (1895). 
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Auber der genannten Arbeit sind noch einige andere 
Mitteilungen iiber Zellwandbestandteile der Laubmoose in der 
Literatur zu finden. So beschreiben Draggendorff!) und 
Treffner?) eine Metaarabinsiiure, tiber deren chemische Natur 
man aber nichts Sicheres aussagen kann. Vielleicht liegt irgend 
ein Pektinstoff vor, wie sie haufig bei Moosen vorkommen. 
In neuerer Zeit hat Czapek*) aromatische Membranbestand- 
teile aus Laubmoosen dargestellt, die er Sphagnol und Dicra- 
numgerbsiiure nannte. 

Die Menge der Zellulose ist bei Leber- und Laubmoosen 
sehr verschieden, Nach Lohmann#) enthalten die Laubmoose 
etwa sechsmal soviel als die Lebermoose, die nur etwa 11°) 
Rohtaser, auf Trockensubstanz berechnet, aufweisen. Deshalb 
erfordert auch die Analyse der Laubmoose weniger Material, 
als die der Lebermoose. 

Lignin fehlt nach meinen und anderen Untersuchungen 
auch den Laubmoosen. Auch die Blaufirbung der Zellulose 
mit Jodlésung und Schwefelsiiure tritt nicht immer sofort ein. 
Nach Czapek ist dies durch die Anwesenheit der phenolartigen 
Korper begrindet. 


Sphagnum cuspidatum (Ehrh.). 


Das Material stammt aus dem Hinterzartener Moor am 
Feldberg (Schwarzwald), von wo fast absolut reine Rasen von 
Sphagnum cuspidatum var. plumosum in grofer Menge 
zu erhalten sind. Gleich von vornherein teilte ich die ge- 
sammelten Pflanzen in zwei Hiilften. Die eine wurde auf Hemi- 
zellulosen untersucht, die andere mit Schulzeschem Reagens 
behandelt, um spiiter auf Zellulosen gepriift zu werden. 

Kine Probe wurde mit Salzsiiure destilliert und im Destillat 
mit Anilin und Essigsiiure Furol nachgewiesen. Die Rotfiirbung 
war nicht sehr intensiv, woraus auf geringen Pentosangehalt 
geschlossen werden darf. Trotzdem versuchte ich eine genauere 


') Draggendorff, Analysen von Pflanzen, 3S. 88 (1882). 
*) Treffner, Chemie der Laubmoose, Diss. Dorpat 1881. 
*) Czapek, «Flora», 1899, S. 361. 

*) Lohmann, Bhft. Bot. Zentralbl., 1903, S. 230. 
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Charakterisierung der Pentosen. Zu diesem Zweck wurde der 
eine Teil des Materials ein halbes Jahr lang abwechselnd mit 
kalter, O,5°/oiger Natronlauge und heibem Wasser behandelt. 
Zum SchluB wurde es mit Alkohol und Ather ausgekocht. Das 
zerkleinerte Moos wurde hierauf mit 3°, oiger Schwefelsiure 
etwa 10 Stunden erwirmt, dann abfiltriert. Die Sphagnum- 
pilanzen zeigten nach dieser Behandlung keine Pentosanreaktion 
mehr. Das Filtrat wurde mit baryumkarbonat neutralisiert, 
filtriert und eingedampft. Ich erhielt nur einen geringen Riick- 
stand, aus welchem durch Ofteres Behandeln mit Alkohol 
schlieBlich eine kleine Menge Sirup gewonnen wurde. Dieser 
Sirup zeigte nun sehr starke Furolreaktion. 

Um zu erfahren, welche Pentosen vorhanden seien, priifte 
ich einen Teil mit der Bertrandschen Keaktion auf Xylose, 
den anderen nach Ruff auf Arabinose. 

Nach Bertrand gab ich 2 Tropfen Sirup, 8 Tropfen 
Wasser, 1 Tropfen Brom zusammen und lief} die Mischung 
einen Tag stehen. Hierauf wurde die Fliissigkeit mit Kadmium- 
karbonat gesiittigt, das brom verjagt und eingedampft. Nach 
Zusatz von Wasser wurde vom ungelost Gebliebenen abfiltriert 
und das Filtrat mit gleichviel Alkohol versetzt. Nach einiger 
Zeit hatten sich Kristalle von der charakteristischen, wetzstein- 
formigen Gestalt gebildet, wie sie fiir das Bromkadmiumxylonat 
angegeben werden. 

Arabinose konnte ich unter den geschilderten Umstiinden 
nicht nachweisen, doch dirfte bei reichlicherem Material der 
Nachweis vielleicht doch noch gelingen. 

Der mit Schulzeschem Reagens 14 Tage stehen ge- 
bliebene Teil des Materials sah nach wiederholtem Waschen 
schneeweifi aus. Die Masse wurde dann noch 1 Stunde mit 
einer LOosung von 50 eem konzentriertem Ammoniak auf 1 | 
Wasser gekocht. Die einzelnen Zellen zerfallen hierbei und 
man erhilt eine schleimige Masse, die abfiltriert und mit Wasser 
und Alkohol ausgewaschen wurde. Nach dem Trocknen im 
Exsikkator tiber Schwefelsiiure wurde die nun grau aussehende 
Masse nach der Methode von Flechsig in Schwefelsiiure gelést. 
Die Verzuckerung geschah in der iiblichen Weise mit 3° siger 
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Schwefelsiiure. Sie war sehr langwierig, da im ganzen 30 | 
cekocht werden muften. Die neutrafisierte und im Vacuum- 
apparat bei 25° eingedampfte Zuckerl6sung wurde durch wieder- 
holtes Losen in Alkohol von anorganischen Salzen befreit. Ein 
auf diese Weise dargestellter Sirup wurde zum Teil mit essig- 
saurem Phenylhydrazin versetzt und bei Zimmertemperatur (30°) 
stehen gelassen. Nach 24 Stunden hatte sich ein geringer 
dunkelgelber Niederschlag gebildet, der bei 183—184° schmolz, 
beim Umkristallisieren aber nur in unzureichender Menge zum 
Vorschein kam. Es ist) nach alledem sehr unwahrscheinlich, 
dali ein Mannosephenylhydrazon vorlag, denn dieses miibte sich 
rascher gebildet haben und ist farblos. 

Das Filtrat von diesem geringen Niederschlag wurde auf 
dem Wasserbad erwiirmt, worauf sich bald reichlicher, 
gelber Niederschlag bildete, dessen Schmelzpunkt nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 203—204° lag, be 
welcher Temperatur auch ein Kontrollpraparat, aus reiner 
Dextrose dargestellt, schmolz. 

Kin anderer Teil des Sirups wurde mit Salpetersiure 
(spez. Gew. 1,15) oxvdiert und in bekannter Weise das Silber- 
salz der entstandenen Zuckersiiure dargestellt. 


0.0400 ¢ zuckersaures Silber ergaben 0.0204 g Silber = 51,0°/0 
(Berechnet: 50,9°/0.) 

Hieraus erhellt mit Sicherheit, dab die Zellulose von 
Sphagnum ausschlieblich Dextrose liefert. Wenn tiberhaupt 
Mannose darin vorkommt, ist die Menge sehr gering. 

Zusammenfassung: Hemizellulose: Xylan; Zellulose: 
Dextrosozellulose. 


Polytrichum commune (L.). 


Ohne bestimmte Griinde, lediglich weil mir das Material 
bei Freiburg leicht zur Verfiigung stand, habe ich als zweites 
Laubmoos Polytrichum commune gewihlt. Das gesauberte 
Material wurde mit einer Schere zerkleinert und abwechselnd 
mit Wasser gekocht und dann mit 0,5°/oiger Natronlauge In 
der Kiilte behandelt. Sobald sich die Lauge dunkelbraun ge- 
fiirbt hatte, wurde sie durch neue ersetzt. Es dauerte fast ein 
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Jahr, bis ich das Material zur Untersuchung benutzte, und auch 
dann war die Lauge in einigen Tagen wieder gefirbt. Ich 
durfte jedoch annehmen, dafi das Protoplasma entfernt sei und 
daB die braune Farbe von einem Membranstoff herrihre. 

Das frische Material wurde auf Furol gepriift. Mit Anilin- 
acetat erhielt ich nur schwache Rotfiirbung, woraus man schlieben 
darf, dafi Pentosane nur in geringer Menge vorhanden sind. Da 
sie bei meinen sonstigen Untersuchungen stets als Hemizellulosen 
vorhanden waren, wurde das ausgewaschene, mit verdiinnter 
Natronlauge in der beschriebenen Weise vorbereitete Material 
mit 6°/oiger Schwefelsiure 6 Stunden gekocht, abfiltriert, das 
Filtrat aufs doppelte verdiinnt, nochmals gekocht, dann mit 
Schlemmkreide neutralisiert und ein Sirup darzustellen versucht. 
Ich erhielt nur eine sehr geringe Menge, die, mit Salzsiiure 
destilliert, Anilinacetat nicht rot fiirbte. Es waren also keine 
Pentosane vorhanden. Die geringen, anfangs nachgewiesenen 
Mengen sind wahrscheinlich durch die fast einjahrige Behand- 
lung mit verdiinnter Natronlauge in Losung gegangen. 

Der dunkelbraune Riickstand des Mooses wurde 6 Stunden 
in Hoffmeisterschem Reagens liegen gelassen, in welchem er 
sich sehr bald hellgelb fairbte. Nach Ofterem Auswaschen wurde 
das gebleichte Moos in verdiinntem Ammoniakwasser mehrmals 
erhitzt, in welchem sich die Pflanzen anfangs mahagonirot 
fiirbten, wahrend die Filtrate tief rotbraun aussahen. Es ist 
demnach wohl ein aromatischer bestandteil in den Membranen 
vorhanden, der in saurer Fliissigkeit nur schwach, in alkalischer 
dagegen rotbraun gefirbt ist. Ich habe diesen Bestandteil, der 
mit den von Czapek beschriebenen viel Ahnlichkeit hat, nicht 
niher untersucht. Er scheint einen wesentlichen Bestandtei] 
der Membrane auszumachen., 

Die méglichst gereinigte und schlieBlich im Trockensehrank 
getrocknete Zellulose wurde in 80°/oiger Schwefelsiiure einen 
Tag stehen gelassen, dann auf 4°/oige Siture verdiinnt und 
hydrolysiert. 

Der erhaltene, durch wiederholtes Losen in Alkohol ge- 
leinigte Sirup wurde zum Teil mit essigsaurem Phenylhydrazin 
versetzt und 1 Tag stehen gelassen. Es hatte sich kein Mannose- 
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hydrazon gebildet. Beim Erwiarmen schied sich ein Osazon 
aus, das nach dem Umkristallisieren bei 203° schmolz, also 
Dextrosophenylosazon war. 

Ein anderer Teil des Sirups wurde mit Salpetersiiure 
oxydiert. Ich erhielt hierdurch Zuckerséure, deren Silbersalz 
hergestellt und analysiert wurde. 

Auch hieraus erhellt, daB der Sirup aus Dextrose bestand. 

Zusammenfassung: Hemizellulosen: Pentosane in sehr 
geringer Menge. Echte Zellulose: Dextrosozellulose. Ferner 
ist in den Membranen wahrscheinlich ein aromatischer Bestand- 
teil reichlich vorhanden. 
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Beitrag zur Kenntnis der atherischen Ole bei Lebermoosen. 
Von 


Karl Miller in Freiburg i. Br. 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1905.) 


Uber die sogenannten Olkérper der Lebermoose sind im 
Laufe der Jahre schon zahlreiche Arbeiten erschienen, die alle 
den Zweck hatten, der chemischen Natur derselben niher 
zu treten. 

Ahnliche Gebilde finden sich sonst nur selten im Pflanzen- 
reich und vollkommen gleiche tiberhaupt nicht, ein Umstand, 
der die Untersuchung wesentlich erschwerte. Gréfere Mengen 
der Ole sind nur selten dargestellt und auch dann handelte es 
sich fast immer nur um einige Tropfen. Nach alledem ist es 
nicht wunderbar, da die Ansichten iiber die chemische Natur 
der Olkérper sehr weit auseinandergehen. Bei Lohmann,?) 
auf dessen verdienstvolle Arbeit noch Ofter zurickzukommen 
sein wird, findet man die verschiedenen Ansichten dariber 
zusammengestellt. Zwischen stiarke- und salzartigen Substanzen, 
zwischen Wachs, Harz, Inulin, iitherischem Ol, fettem Ol usw. 
wurde hin- und hergedeutet. 

Holle?) war meines Wissens der erste, der die Olkérper 
als ein Gemenge von iitherischem Ol und Harz bezeichnete. 
Auch Lindberg?) vertritt diese Ansicht. Pfeffer‘) unter- 
suchte die Olkérper verschiedener Arten, und auf Grund seiner 
Untersuchungen kam er zu dem Schluf, die Olkérper der Leber- 
moose bestiinden vorwiegend aus fettem Ol, dem wenig Protein- 


‘) Lohmann, Beihefte Bot. Zentralbl., Bd. XV, 5S. 215—256 (1903). 

*) Holle, Uber die Zellenblischen der Lebermoose, Heidelberg 1857. 

3) S. O. Lindberg, «Flora», 1862, S. 549. 

*) Pfeffer, Die Olkérper der Lebermoose, «Flora», 1874, Nr. 1—3. 
20* 
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stoffe und Wasser beigemengt seien. Pfeffer zeigte ferner, daf 
die Olkérper im Stoffwechsel der Pflanze als Abfallprodukte 
aufzufassen sind. Auf die Autoritiit Pfeffers hin wurde seine 
Ansicht die herrschende. Erst vor kurzer Zeit, als ich mich 
auch schon hiermit befabte, erschien die schon erwéhnte Arbeit 
Lohmanns. Wihrend sich die friiheren Bearbeiter meistens 
nur mit mikroskopischen Untersuchungen begnigt hatten, arbeitete 
Lohmann wieder mit grOberen Quantitiiten, die er aus mehreren 
Lebermoosen durch Wasserdampfdestillation darstellte. Aus der 
Arbeit Lohmanns und den im folgenden beschriebenen Unter- 
suchungen geht mit grOBter Sicherheit hervor, daf die Pfeffersche, 
auch jetzt noch allgemein verbreitete Ansicht iiber die chemische 
Natur der Olkérper bei Lebermoosen eine irrige ist. 

Dali es sich um iitherische, nicht um fette Ole handelt, 
geht schon aus der Art ihrer Gewinnung, durch Wasserdampt- 
destillation, hervor. 

Die mikroskopischen Verhiiltnisse, wie die Entstehung der 
Olkérper, sind zum Teil in den angefiihrten Arbeiten beschrieben, 
zum Teil in weiteren Abhandlungen,!) auf die hier einzugehen 
ich nicht fiir nétig erachte, zumal ich dem schon Bekannten 
nichts Neues hinzuzufiigen habe. Ich habe mich lediglich auf 
chemische Untersuchungen beschriinkt, fiir die, bei dem Stande 
der Sache, das gréfte Bediirfnis vorlag. 

Um eine hinreichende Menge Ol aus verschiedenen Arte 
erhalten zu kOnnen, sind sehr grobe Mengen einer bestimmten 
Art erforderlich, an deren Beschaffung bis jetzt die meisten 
Untersuchungen scheiterten. Da ich den moosreichen Schwarz- 
wald schon seit einer Reihe von Jahren gerade mit Riicksiclhit 
auf das Vorkommen von Lebermoosen besuche, sind mir auch 
manche Stellen bekannt geworden, an denen eine bestimmte 
Art in Massenvegetation auftritt. Die Kenntnis solcher Stellen 
ist aber unbedingt erforderlich, um das zur Gewinnung erheb- 


') Man vergleiche hierzu: v. Kiister, Die Olkérper der Leber- 
moose und ihr Verhiltnis zu den Elaioplasten, Diss. 1894; Rattray, 
Trans. of Bot. Soc. Edinburgh, Bd. XVI, S. 127; Wakker, Jahrbuch 
wiss. Bot., Bd. XIX, S. 486 (1888); Garjeanne, «Flora», 19038, 5. 407 


bis 482. 
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licherer Mengen Ol nétige Material zu beschaffen. Von den 
hier beschriebenen Olen ist nur das aus Mastigobryum schon 
einmal in weit geringerer Menge von Lohmann dargestellt 
worden. 

In der vorliegenden Arbeit sind nur Jungermanniaceen 
beriicksichtigt worden, welche im Gegensatz zu den Marchan- 
tiaceen in fast allen Blattzellen Olkérper enthalten. 

Bei der Schwerfliichtigkeit und der dadurch bedingten 
notwendigen langen Dauer der Wasserdampfdestillation war 
es mir nicht mdglich, alles Material im Laboratorium selbst 
zu destillieren. Umsomehr bin ich der Firma Fr. Fritzsche 
& Co. Fabrik atherischer Ole in Hamburg, zu groBem 
Dank verpflichtet, dafi sie mir die Destillation eines Teiles von 
Mastigobryum, sowie der gesamten Menge Madotheca 
besorgte. 


Ol aus Mastigobryum trilobatum (L.). 


Das stattliche Lebermoos Mastigobryum trilobatum 
wiichst beim Titisee in 10—20 em hohen, weitausgedehnten 
Rasen. Wiihrend des Sommers 1904 sammelte ich davon etwa 
einen Zentner frisches Material, das getrocknet und von den 
vorhandenen Tannennadeln befreit wurde, was eine tiberaus 
miihsame und monatelang dauernde Arbeit war. Das lufttrockene 
Material betrug nur noch etwa 10°/o des frischen. Einen Teil 
davon destillierte ich anhaltend mit Wasserdampf und erhielt 
so 10 g Ol. Da die Ausbeute sehr schlecht war, iibergab ich 
3 kg getrocknetes Material der Firma Fritzsche & Co. in 
Hamburg zur Destillation und erhielt nach kurzer Zeit 28 g 
Ol zuriick, entsprechend 0,93°/o der Trockensubstanz. 

Die Farbe des Oles ist orangegelb. Der Geruch ist sehr 
intensiv, lange anhaftend und erinnert an den Duft in Tannen- 
wiildern, der vielleicht zum Teil von derartigen Olen herriihrt. 
Auch mit Sandelholzél und Cedernholzél hat er gewisse Ahn- 
lichkeit. 

Bei dem von mir selbst destillierten Ol war das spezifische 
Gewicht bei 12° = 0,975. Diese Zahl stimmt anniihernd mit 
der von Lohmann gegebenen (0,972 bei 16°) tiberein. Das 
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von Fritzsche & Co. destillierte Ol hatte bei 15° das spezifische 
Gewicht 0,945—0,947. Wie man sieht, weicht diese Zahl von 
der ersten ziemlich erheblich ab. Vielleicht ist der Grund in 
der zweckmabigeren Destillationsweise zu suchen, die es erlaubt, 
auch die leichteren Anteile zu gewinnen, wiahrend diese bei der 
Destillation im kleinen verloren gehen. 

Die optischen Eigenschaften sind von Lohmann nicht scharf 
angegeben. Im Dezimeterrohr zeigte das Ol von Fritzsche & Co. 
unverdiinnt einen Drehungswinkel von + 12,20°1)  Hieraus 
berechnet sich 


12,20 | 
= = 12,88° 


Eine 42,26°/oige alkoholische LOsung wurde hierauf eben- 
falls polarisiert. Das spezifische Gewicht war 0,858, der Drehungs- 
winkel -+- 5,10°; hieraus ergibt sich 

100 510 
1 42.26 0,858 

Als Mittel ftir die Drehung ergibt sich somit -+ 13.5°. 

Bevor eine fraktionierte Destillation mit dem Ole ausge- 
fihrt wurde, stellte ich einige chemische Voruntersuchungen 
damit an. 

25 Ol wurden mit heiSer Natriumbisulfitlbsung durch- 
geschiittelt und aus dieser Losung nach der Zersetzung mil 
Schwefelsiiure etwaige Doppelverbindungen von Aldehyden oder 
Ketonen durch Ather ausgezogen. Nach dem Verdampfen des 
Athers blieb nur eine winzige Spur zuriick, die stark nach 
Harz roch und aus ammoniakalischer Silberldsung Silber ab- 
schied. Weiter konnten keine Reaktionen damit angestellt 
werden. 

Wie Lohmann, konnte auch ich in dem Ole eine 
nennenswerte Menge freie Siiure nicht nachweisen, ebenso ent- 
hilt es keinen Stickstoff und Schwefel. 

Die Lésung einer geringen Menge Ol in Eisessig gab auf 
Zusatz von konzentrierter Schwefelsiiure eine weinrote Farbung. 


[aly = = + 14,05° 


') Die Ablesung war nicht mit absoluter Schirfe auszufiihren, da 
die 10 em lange, ziemlich stark gefiirbte Olschicht die Helligkeitsunter- 
schiede sehr schwer erkennen lief. 
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1,04 g Ol wurden mit 10 cem ®/2-alkoholischer Kalilauge 
3, Stunden am Riuckflubkihler erhitzt, dann mit Wasser ver- 
diinnt und der UberschuB an Kali zuriicktitriert. 0,2 cem Kali- 
lauge war verbraucht worden ; die Verseifungszahl ist mithin 5,4. 

Etwa 30 g Ol wurden mit einer hinreichenden Menge 
alkoholischer Kalilauge verseift, darauf mit Wasser verdiinnt 
und das Ol von der alkalischen Fliissigkeit getrennt. Diese 
wurde hierauf mit Schwefelsiiure angesiiuert, wobei leichte 
Triibung und ein starker Geruch bemerkbar war. Der geringe 
Niederschlag wurde abfiltriert und in Ather gelist. Nach dem 
Verdampfen des Athers blieb sehr wenig einer bei 16° halb- 
festen Masse von unangenehmem Geruch zuriick. Mit alkoho- 
lischer Bleiacetatlisung gab sie ein weifes, in Ather unlis- 
liches Salz, das aber seiner geringen Menge wegen nicht weiter 
untersucht werden konnte. 

Das saure Filtrat wurde destilliert. Das Destillat reagierte 
nicht sauer. Es war also keine fliichtige Fettsiiure im Ol vor- 
handen gewesen. 

Bei der hierauf vorgenommenen  Destillation des mit 
Kali verseiften Oles gingen von 50—240° etwa 2 ccm gelb- 
griine Fliissigkeit tiber, die Guberst intensiv unangenehm rochen. 
Bei 260° ging die Hauptmenge des Oles mit blaugriiner Farbe 
iiber. Erhitzt man noch hoher, so erhiilt man tief schwarz- 
blaue Tropfen, die spezifisch schwerer sind als. die bis 260° 
iibergegangenen Anteile und deshalb darin untersinken. Im 
Destillationskolben bleibt ein stark riechender, zaher Riickstand, 
der sich in Alkohol schwer, in Ather leicht list. Er wurde 
nicht weiter untersucht. 

Das itiber 260° tibergehende Destillat wurde nochmals 
fraktioniert. Die Hauptmenge ging zwischen 260—265° iiber. 
Getrennt davon wurde das Destillat von 270—2s5° autgefangen. 

Untersuchung der Fraktion 260—270°. Das spezi- 
fische Gewicht des Oles betrug (bei 20°) 0,946. Eine der 
intensiven Farbe wegen sehr verdiinnte 10,36° oige alkoholische 
Losung vom spezifischen Gewicht O818 drehte + 2,20°. Daraus 
ergibt sich: 

100 2.20 


th = = +. 2 
*D 1 « OSIS 10,36 
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Kine Verbrennung ergab: 


Angew. Substanz: O,1689 g $7 ,06°/o C 
Gefundene Kohlensiure: 0,5392 >» =  12,65°/o H 
Gefundenes Wasser: 0,1924 » | 99,71 


Die Fraktion ist also fast frei von Sauerstoffverbindungen 
und entspricht innerhalb der Fehlergrenzen der Formel C,,H,, 
oder C,,H,,. Lohmann hat mit weitaus geringeren Mengen 
auch schon eine Trennung in einen Kohlenwasserstoff und 
einen Alkohol versucht, doch deshalb ohne Erfolg, weil er die 
Fraktion bei 270° analysierte, die schon sauerstoffhaltig ist, 
wiihrend der Kohlenwasserstoff hauptsiichlich bei 260—2b65° 
iibergeht. 

Um zu entscheiden, welche der beiden genannten Formeln 
dem Kohlenwasserstoff zukiime, ftihrte ich eine Oxydation aus. 

4,5 ¢ des Oles wurden in Kisessig gelést und eine Lisung 
von 6,9 g¢ Chromsiiureanhydrid in Essigsaure dazugegeben. Ks 
fand eine sehr lebhafte Reaktion statt. Die Mischung wurde 
auf dem Wasserbad '/2 Stunde erwarmt, dann mit Wasser 
versetzt und mit Ather durchgeschiittelt. Aus der getrockneten 
iitherischen Losung wurde das Oxydationsprodukt gewonnen. 
K. P. bei 260°. 

Kine Verbrennung des oxydierten Oles ergab folgende 
Zahlen : 


Angew. Substanz: 


bo 
Or 
Q 


g | 79,54°%o C 
9,82°/o H 


10,64°/0 O 


Gefundene Kohlensiure: 0.7420 » | 400 


Gefundenes Wasser: (),2250 » 


Hieraus ergibt sich die Formel C,,H,,0. Der Kohlen- 
wasserstoff, von dem ich ausging, war demnach ein Terpen 
der Formel 

Ich versuchte Halogenadditionsprodukte des Kohlenwasser- 
stoffs zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde ein Teil der 
Fraktion 260—265° in Chloroform gelést und getrocknetes 
Chlor eingeleitet. Die Losung wurde bald violettrot, spiater 
dunkelrot und endlich blabrot gefarbt. Nach dem Abdestillieren 
des Chloroforms blieb eine nicht kristallisierbare Masse von 
intensivem Geruch zuriick. 
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Untersuchung der Fraktion 270—285°. — Eine 
alkoholische Lésung vom spezifischen Gewicht 0,820 
drehte im Dezimeterrohr + 1,35°. Hieraus berechnet sich: 

Da diese Fraktion ebenso wie die vorhergehende weit 
stiirker rechtsdrehend ist, als das urspriingliche Ol, mu man 
annehmen, dal die nicht untersuchten niedrig siedenden Be- 
standteile oder vielleicht auch der Riickstand im Kolben ein 
niedriges spezifisches Drehungsvermogen besitzen oder vielleicht 
sogar linksdrehend sind. 

Mit 0,1545 ¢ dieser Fraktion wurde eine Verbrennung 
ausgefthrt. 


$2.5 
Gefundene Kohlensaéure: 04675 g | 12.1% H 
Gefundenes Wasser: 0.1682 » 
,4°/0 


Da diese Zusammensetzung es wahrscheinlich macht, dab 
ein Gemenge von einem Alkohol mit einem Kohlenwasserstoff 
vorliege, wurde die geringe Menge nochmals fraktioniert und 
das Destillat von 275—280° gesondert aufgefangen. Wie die 
folgende Analyse zeigt, war die Vermutung richtig. 


Angew. Substanz: O1935 | 83,32" C 
Gefundene Kohlensiure: 0,5916 » == 12,71 H 
Gefundenes Wasser: 0.2212 » | _ 3,97°/o O 


Aus dem Herabsinken des Sauerstofigehaltes darf man 
wohl annehmen, daBi auch diese Fraktion einen Kohlenwasser- 
stoff darstellt, wihrend die sauerstoffhaltige Verbindung dem 
Destillationsriieckstand angehdrt. Mangel an Material lief} mich 
diese Frage nicht weiter verfolgen. 

Zusammenfassung: In dem iitherischen Ol aus Masti- 
gobryum ist der Hauptsache nach ein Kohlenwasserstoff der 
Formel C,,H,, enthalten, der seinem Drehungsvermogen, seinem 
spezifischen Gewicht und seiner hohen Siedetemperatur nach 
mit keinem der bekannten Terpene iibereinstimmt. Bei der 
Oxydation erhiilt man daraus ein ebenfalls sehr hoch siedendes 
Keton. Wahrscheinlich ist noch ein zweiter Kohlenwasser- 
stoff enthalten, der sich durch hoéheren Siedepunkt, 
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spezifisches Gewicht und stiarkere Drehung von dem genannten 
unterscheidet. 


Ol aus Leioseyphus Taylori (Hook). 


Leioscyphus Taylori ist in Baden selten, aber trotzdem 
konnte ich hiervon am Feldberg, an einer Felswand, wo das 
Moos in Massenvegetation vorkommt, sehr grofbe Mengen 
sammeln. In jeder Blattzelle findet man 5—6 grobe Olkirper, 
Es sich daraus der Schluf ziehen, dafi die Pflanze reich- 
lich iitherisches Ol liefern wiirde, was sich auch bewahrheitet hat. 

Zuniichst wurden einige Versuche angestellt, in welcher 
Weise die beste Ausbeute an O! zu erhalten sei. Zu diesem 
Zweck wurde das Material einmal lufttrocken destilliert, das 
andere Mal, nachdem es bei 100° getrocknet und gepulvert 
war. Ferner wurde die Dauer der Destillation abgeiindert. 
Die beste Ausbeute lieferte bei 100° getrocknetes und_ ge- 
pulvertes Material und zwar ergaben 197 g bei 20stiindiger 
Destillation 3,148 g Ol = 1,6°/o. Bei nur 8stiindiger Dauer 
der Destillation lieferten 150 g Moospulver 197 g Ol = 1,3%o. 
Der grébte Teil des Oles geht also ziemlich rasch iiber, ein 
kleiner Teil wird aber hartniickig sehr lange Zeit zuriickgehalten. 
Im ganzen erhielt ich 22,5 ¢ OL 

AuBer dem hohen Gehalt an iitherischem Ol ist) auch 
dessen blaugriine Farbe fiir dieses Moos charakteristisch. Das 
Ol ist sehr dickfliissig und verharzt beim Stehen an der Luft. 
Sein Geruch ist sehr intensiv und haftet lange an; er J&aBt sich 
mit keinem bekannten vergleichen. Der Geschmack ist sehr 
unangenehm. 

Das spezifische Gewicht des Oles bei 20° wurde einmal 
zu 0,978, das andere Mal zu 0,986 gefunden, es ist also sehr hoch. 

Die Farbe des Oles war viel zu dunkel, um es ohne Ver- 
diinnungsmittel polarisieren zu kénnen. Eine 25°/oige alko- 
holische Losung lie} noch kein Licht durch. Eine 9,03°/oige 
Losung gestattete eben noch den Drehungswinkel abzulesen, 
allerdings nicht ganz scharf: sie drehte — 0,25°; spezifisches 
Gewicht der Losung O,8048;  Rohrlinge 10 cm. Daraus 
ergibt sich: 
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00 x — 0.25 

Nach der Feststellung der physikalischen Konstanten 
wurden mit dem Ole einige chemische Voruntersuchungen 
ausgefihrt. 

Freie Saéuren, Schwefel und Stickstoff sind im Ol nicht 
vorhanden. 

Der Versuch, ein Bromadditionsprodukt zu erhalten, lieferte 
eine schwarze, lackartige, sehr intensiv und angenehm riechende. 
aber unkristallisierbare Verbindung. Eine kristallisierte Nitroso- 
verbindung war gleichfalls nicht darstellbar. 

Ein Tropfen Ol in 20 ccm Kisessig gelist, gibt bei Zusatz 
von 1 Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure oder Salzsiiure 
eine tief himbeerrote Farbe, die nach liingerem Stehen blau- 
violett wird, Die gleiche Reaktion gibt auch Santalen, doch 
darf man aus solchen Farbreaktionen nicht ohne weiteres auf 
die Gleichheit beider Korper schlieben. 

Nach der Methode von Tschugaeff!) wurden einige 
Tropfen des gut getrockneten Ols mit Methylmagnesiumjodid 
zusammengebracht, wodurch lebhafte Methanentwickelung eintrat, 
gemiifh der Gleichung: 

CH,MgJ + R-OH = CH, + JMgO-R. 

Die letztere Verbindung eine salbenartige Be- 
schaffenheit. 

2.33 ¢ Ol wurden mit alkoholischer, halbnormaler Kalilauge 
34 Stunden am Riickflubkiihler erhitzt. Hierbei wurden 0,95 ecm 
Kali gebunden: die Verseifungszahl ist also 11,4. 

Um weitere Anhaltspunkte tiber die Zusammensetzung des 
Oles zu erlangen, wurde eine Elementaranalyse ausgefiihrt: 


Angew. Substanz: O.1481 | 84,189 C 
Gefundene Kohlensiure: 0.4568 » = 11,73°/o H 
Gefundenes Wasser: O 1564 >» 5 O 


Nach diesen Voruntersuchungen wurde das O] auf dem 
Sandbade fraktioniert. Bis 260° ging fast nichts tiber. Von 
260—265°9 wurde die erste grofere Fraktion aufgefangen, die 
bei 264° liingere Zeit iiberdestillierte. Zwischen 265° und 


') Tschugaeff, B. B., Bd. XXXV, S. 3912 (1903). 
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278° wurde die zweite Fraktion aufgefangen, die bei 275° nahezu 
konstant siedete und den gréften Teil des Oles ausmachte. Die 
dritte Fraktion wurde zwischen 278° und 305° aufgefangen: 
sie ging hauptsiichlich bei 290° iiber. Das Ol fiirbte sich bei 
der Destillation zuerst stahlblau, dann intensiv dunkelblau. Von 
der letzten Fraktion erhielt ich nur noch etwa 2 ccm. Der 
Riickstand im Kolben erstarrte nach kurzer Zeit zu einer ziihen, 
braunen Masse. 

Untersuchung der Fraktion 260—265°. Bei 20° 
hatte die Fraktion das spez. Gewicht 0,937. Eine 2,8°/oige 
Losung wurde polarisiert. Die Ablenkung betrug nur Bruch- 
teile eines Grades und war der intensiven Fiirbung des Oles 
wegen nicht scharf ablesbar. Ich lege deshalb auf den zu 
— 22° berechneten Drehungswinkel nicht viel Wert, da bei der 
sehr verdiinnten Loésung der geringste Ablesungsfehler den 
spezifischen Drehungswinkel in hohem Grade beeinflubt. 

Zwei Analysen ergaben: 


I. Angew. Substanz: O,1828 g 81,12°'0 C 
Giefundene Kohlensiiure: 0.5438 » == 11,36°/o H 
Giefundenes Wasser: O1R69 7,52°lo O 

Il. Angew. Substanz : 0.2066 81.110 C 
Gefundene Kohlensiiure: 0.61435 >» = 11,77 °/o H 
Gefundenes Wasser: 0.2190 » 7125 Q 


Die Prozentzahlen stimmen auf die Formel C,,H,,O. Die 
Fraktion ist demnach ein Alkohol der Sesquiterpenreihe. Eine 
feste Benzoyvlverbindung konnte nach der Methode von Schotten 
und Baumann nicht erhalten werden. Weitere Reaktionen 
muften aus Materialmangel unterbleiben. 

Untersuchung der Fraktion 265—278°. Das spez. 
Gewicht der Fraktion war 0,964. Eine Analyse ergab: 


Angew. Substanz : 0.1243 85,10°/o C 
Gefundene Kohlensiiure: 0.3879 » 11,17 °/o H 
(refundenes Wasser: 0.1250 » | 3,73°/o O 


Die Fraktion war offenbar unrein und enthielt wahrscheinlich 
einen Kohlenwasserstoff und einen Alkohol. Sie wurde deshalb 
nochmals fraktioniert und die bei 275° tibergehende Hauptmenge 
gesondert aufgefangen. Hiervon wurde eine Analyse ausgeftihrt: 
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Angew. Substanz: 0.2016 g 86.70" C 
Gefundene Kohlensiure: 0.6409 » = 12,13" 0 H 
Gefundenes Wasser: 0.2201 » | 117°. O 


Aus dieser Analyse ist ersichtlich, dafi der Sauerstoffgehalt 
abgenommen hat. Ein reines Terpen, wahrscheinlich der Forme! 
C,,H,, konnte jedoch nicht erhalten werden, denn wie die Unter- 
suchung der niichsten Fraktion zeigt, ist diese auch sauerstoff- 
haltig, ebenso wie die Fraktion 260—265°. Die dazwischen 
liegende Fraktion 265--278° ist darum sehr schwer, rein 
zu erhalten. 

Untersuchung der Fraktion 278—305". Bevor ich 
mit dieser Fraktion eine Untersuchung anstellte, wurde sie 
nochmals fraktioniert und zwischen 280— 290" das dunkelblaue 
Destillat aufgefangen. 

Mit Natriumlicht war selbst bel einer 2,3°/oigen alko- 
holischen Losung keine Ablesung im Polarisationsapparat moéglich:; 
ich benutzte deshalb weibes Licht (Auerbrenner) zur Polarisation. 
Spezifisches Gewicht der Losung = 0,8112: Rohrliinge = 10 cm: 
Ablenkung ++ 0,5°, daraus ergibt sich: 

100 & 05 


Weiterhin wurden zwei Analysen ausgefiihrt: 


I. Angew. Substanz: 0,1471 | 81.2090 C 
Gefundene Kohlensaéure: 0.4380 » 7 = 14°o H 
Gefundenes Wasser: O1475 » | 7.66% 0 O 

II. Angew. Substanz: 0.1964 | 81.34% C 
Gefundene Kohlensiiure: 0.5858 » = 10,69° 
Gefundenes Wasser: O1890 » | 7,97°%o O 


Beide Analysen stimmen innerhalb der Fehlergrenzen auf 


die Formel C,,H,,0. Wir haben also in dieser Fraktion wieder 
einen Alkohol, wie in der Fraktion 260—265°, der sich jedoch 
von dem ersten durch héheren Siedepunkt und wohl auch hoheres 
spezifisches Gewicht und entgegengesetzte Drehung unterscheidet. 
Auch bei diesem Alkoho] wurde vergeblich versucht, eine feste 
Benzoylverbindung zu erhalten. 

Zusammenfassung. Das Leioscyphus6l weicht durch 
griine Farbe, sehr hohes spezifisches Gewicht, durch reicheres 
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Vorkommen und durch seine héhere Verseifungszahl von den 
iibrigen untersuchten iitherischen Olen der Lebermoose ab. 
Seiner chemischen Zusammensetzung nach besteht es aus 
zwei Alkoholen von der Formel C,;H,,O, die vielleicht die 
optischen Antipoden darstellen. Ein Kohlenwasserstoff — ob 
Terpen oder Sesquiterpen, bleibt eine offene Frage — ist ebenfalls 
vorhanden, der Alkohole halber aber schwer rein zu bekommen. 


Ol aus Madotheca levigata (Schrad.). 


Obwohl Madotheca levigata bei uns nicht haufig ist, 
wenn auch nicht so selten, wie die vorige Art, habe ich sie 
trotzdem als weiteres Objekt zur Untersuchung ausgewihlt. 
Der Anlafi dazu war folgender. Lindberg!) hat schon im 
Jahre 1862 iiber das Ol dieses Lebermooses berichtet. Nach 
ihm ist es milchartig, undurchscheinend, destilliert merkbar erst 
liber 100°. Es ist schwer fliichtig, was sich aus der lang- 
samen Verdunstung eines Tropfen Oles auf Papier ergab, das 
den starken Geruch lange Zeit beibehilt. In Wasser soll das 
Ol untersinken. Sein Geschmack ist scharf und lang haftend. 
Lindberg schliebt mit folgenden Worten: «Mdglicherweise 
variiert das Ol bei verschiedenen Arten von Lebermoosen, im 
allgemeinen diirfte die Veriénderlichkeit doch keine grobe sein, 
da der Geschmack bei allen, die Schiarfe ausgenommen, sehr 
ithnlich zu sein scheint. » 

Die nachfolgenden Untersuchungen werden zeigen, dai 
Lindbergs Angaben nur teilweise der Wirklichkeit entsprechen. 
Lindberg hat eben mit weitaus geringeren Mengen gearbeitet 
als ich, deshalb seine abweichenden Angaben. 

Das von mir benutzte Moos stammte aus dem _ oberen 
Donautal und aus dem Isartal bei Miinchen.?) Es wurde an 


') Lindberg, «Flora», 1862, S. 545, 

*) Im Donautal zum Teil von mir, hauptsachlich aber von meinem 
Freund R. Neumann gesammelt. Aus dem Isartal, wo die Pflanze, wie 
ich mich selbst itberzeugen konnte, sehr hiiufig ist, erhielt ich sie kilo- 
weise von Herrn Hauptlehrer M. Schinnerl in Miinchen, dem ich auch 
hier meinen besten Dank fiir die gehabte grofe Miihe auszusprechen 
nicht versiumen will. 
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der Luft getrocknet und von anhaftendem Humus und sonstigen 
Beimengungen gesiiubert. Die Arbeit war im Vergleich zu der 
bei Mastigobryum sehr einfach. 

Die Destillation von 3650 g lufttrockenem Material geschah 
durch die Fabrik Fritzsche & Co. Ich erhielt daraus 32,5 g 
Ol, was ungefihr 0,9°/o ausmacht. 

In der Farbe gleicht das Ol dem aus Mastigobryum. 
Der Geruch ist angenehmer. Die frische oder auch getrocknete 
Pflanze schmeckt scharf nach Pfeffer und ist dadurch leicht 
yon allen Verwandten unterscheidbar. Dieser Geschmack rihrt 
aber nicht, wie ich erwartet hatte, vom iitherischen Ol her, 
da dieses ganz anders schmeckt. Das OI ist diinnfliissiger, als 
die tibrigen untersuchten. bei 16° ist das spezifische Gewicht 
des Oles 0,856. 

Im Dezimeterrohr polarisiert drehte das reine Ol 62,25 °. 
Daraus berechnet sich 

62,25 
= 157 0856 

Eine 50,2°/oige alkoholische Lésung spezifischen 
Gewicht 0,823 drehte im Dezimeterrohr -!- 30,60°.  Daraus 
findet man: 


+. 72,740 


Kein anderes der untersuchten Ole aus Lebermoosen be- 
sitzt eine so starke Rechtsdrehung, wie das Madotheca-Ol. 

Freie Séiure, Stickstoff und Schwefel konnten hier eben- 
falls nicht in dem Ol nachgewiesen werden. 

Ein Tropfen Ol in viel Eisessig gelist, gibt bei Zusatz 
von einem Tropfen konzentrierter Schwefelsaure sofort dunkel- 
rote Firbung, die nach eintaégigem Stehen in braun iibergeht. 
Mit konzentrierter Salzséure ist die Farbung viel schwiicher. 

20 Tropfen des Oles wurden mit 4 ccm Alkohol und 4 ccm 
Ather versetzt, dann eine Lisung von 0,7 g Brom in Chloro- 
form dazugegeben. Nach dem Abdampfen der Losungsmittel 
blieb eine stark und angenehm riechende braune Masse zuriick, 
die nicht kristallisierte. In Alkohol und in Ather war sie 
leicht 
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Mit dem Ol wurde eine Verbrennung ausgefiihrt: 


Angew. Substanz: 0.3524 g 80,43°/0 C 
(Gefundene Kohlensaéure: 1,0392 » = 1001249 2/0 
Gefundenes Wasser: 0,3960 >» 7,08°;0 O 


1.31 g Ol wurden durch 20 Minuten langes Erhitzen am 
Steigrohr mit alkoholischer ®/2-Kalilauge verseift, wobei 0,26 ccm 
Kalilauge gebunden wurden. Als Verseifungszahl ergibt sich 
hieraus 5,56. 

Nach diesen Voruntersuchungen wurde das OI fraktionier' 
und zwar diesmal, um Zersetzungen zu vermeiden, unter ver- 
mindertem Druck. 

Bis 100° (25 mm) ging eine erhebliche Menge eines fast 
farblosen Bestandteiles iiber, der mit 96°/oigem Alkohol infolge 
Paraffinabscheidung einen geringen Niederschlag lieferte. Von 
100° bis 150° (17 mm) ging fast gar nichts tiber. Von 150° 
bis 160° (17 mm) dagegen destillierte ein orangegelbes, ziih- 
fliissiges Ol iiber, das den Hauptbestandteil des: Rohiles aus- 
machte. Bis 200° (15 mm) wurde destilliert. Der Riickstand 
im Kolben war gering. Er war dunkelgelb und wurde bald 
fest, ohne aber zu_ kristallisieren. 

Untersuchung der Fraktion 50-—-100° (25 mm). 
Kine 13,64°/oige alkoholisehe Loésung vom spezifischen Gewicht 
O,800 drehte 1,15° nach rechts. Linge des Rohres 10 cm. 
Hieraus ergibt sich: 

100 115 
1 SZ 13,64 S< 0,800 

Weitere Untersuchungen konnten nicht ausgefiihrt werden. 
Das Ol war sehr fliichtig und roch nicht angenehm. 

Untersuchung der Fraktion 150—160° (17 mm). 
Diese Fraktion roch sehr stark und nicht gerade unangenehm. 
Bei Atmosphiirendruck lag der Siedepunkt bei 280°. Es fand 
Zersetzung statt, die sich durch Griinfiirbung des Oles und un 
angenehmen Geruch kundgab. 

Das spezifische Gewicht war 0,968 bei 15°. 

Kine 8,32°/oige Lésung der Fraktion in Alkohol wurde 
im Dezimeterrohr polarisiert. Ablenkung +- 9°, spezifisches 
Gewicht der Losung Daraus ergibt sich: 


[aly = = + 10,540 
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100 


-+ 132,230 


War die Ablenkung des Lichtstrahles schon im Rohdol 
erheblich, so ist sie in dieser Fraktion noch viel bedeutender. 
Hierdurch steht das Madotheca-Ol unter allen anderen unter- 
suchten Olen der Lebermoose einzig da. 

Mit der Fraktion wurden zwei Analysen ausgefiihrt: 


I. Angew. Substanz: 0, 1387 | C 
Gefundene Kohlenséure: 0.40382 » = 11,2°%o H 
Gefundenes Wasser: OA387 » 9.5°/o O 

Il. Angew. Substanz: O1892 79,77 C 
Gefundene Kohlensiéiure: 0,534 » ) == 10,98 H 
Gefundenes Wasser : O,1798 » | 9,68°/o O 


Als summarische Formel ergibt sich aus den beiden 
Analysen C,,H,,0. Da der Wasserstoffgehalt etwas geringer 
ist, als der Formel entspricht, wiire es auch mdglich, dab eine 
Verbindung der Formel C,,H,,0, also ein Keton, vorlage. Des- 
halb wurde ein Teil des Oles mit Bisulfitlisung ausgeschiittelt. 
Es konnte keine Doppelverbindung von einem Keton mit Bi- 
sulfit nachgewiesen werden. Die Verbindung ist daher sehr 
wahrscheinlich ein Alkohol. 

Um den Gehalt der Fraktion an freiem Alkohol zu er- 
fahren, fiihrte ich eine Acetylierung aus. Vorher wurde jedoch 
noch die Verseifungszahl des Oles bestimmt. 0,92 g der alkohol- 
haltigen Fraktion hatten nach der Verseifung 0,85 ccm "/2-Kali- 
lauge gebunden. Daraus ergibt sich die Verseifungszahl 10,76. 

Hierauf wurden 6 g des alkoholhaltigen Oles mit 6 g 
Essigsiiureanhydrid und 1 g wasserfreiem Natriumacetat 2 Stun- 
den am Riickflubkiihler gekocht, dann mit wenig Wasser noch 
Stunde erwirmt, um das tiberschiissige Essigsiureanhydrid 
zersetzen. Das mit Alkalikarbonatlésung ausgewaschene 
wurde dann getrocknet. 

1,07 g des acetylierten Oles brauchten zur Verseifung 
1.8 cem "/2-Kalilauge, die Verseifungszahl ist also 47,1. Der 
Gesamtgehalt an Alkohol (C,,H,.O) berechnet sich zu 
15.0%. Der Verseifungszahl 10,76 vor der Acetylierung ent- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLY. 21 


a 
| 
ate 
ify 


314 Karl Miller, 


spricht ein Alkoholgehalt = 2,95°/o. Diese Zahl von 13,0. ab- 
gezogen gibt den Gehalt an freiem Alkokol zu 10,05° 0. 

Da die Verseifungszahl und damit der Gehalt an freiem 
Alkohol so unerwartet niedrig war im Vergleich zu dem Er- 
gebnis der Elementaranalysen, wurden nochmals 4,165 g ace- 
tyliertes Ol verseift, wozu 6,9 cem Kalilauge gebraucht wurden: 
hieraus ergibt sich in Ubereinstimmung mit der vorherigen Be- 
stimmung als Verseifungszahl 47,3. 

Das bei der Verseifung zurickgewonnene, getrocknete, 
alkoholhaltige Ol wurde in Benzollésung mit Phtalsiiureanhydrid 
verestert. Die geringe Menge Ester, die ich erhielt, sprach 
wiederum dafiir, dai nur 4/10 des Oles ein Alkohol war. 

Uber den nicht veresterbaren Teil dieser Fraktion konnte 
ich bis jetzt keine Klarheit erhalten. 

Zusammenfassung: Das Madotheca-Ol hat ein verhiilt- 
nismiibig geringes spezifisches Gewicht, das sich durch das 
reichliche Vorkommen an leichtfliichtigen, zum Teil wahrschein- 
lich paraffinartigen Bestandteilen erklart. Die hoher siedende 
Fraktion (280°) ist ein dickfliissiges Ol vom spezifischen Ge- 
wicht 0,968 (15°) und sehr starker Rechtsdrehung (--— 132°). 
Sie enthalt einen Alkohol und zwar, wenn dieser die Zusammen- 
setzung C, )H,,0 besitzt, davon. Die physikalischen Kon- 
stanten dieses sehr hochsiedenden neuen Korpers konnten aus 
Materialmangel nicht ermittelt werden. Den erheblichen nicht 
veresterten Rest dieser Fraktion konnte ich nicht aufkliiren. 


Ol aus Alicularia scalaris (Corda). 


Diese Ptlanze wihlte ich aus, weil sie in jeder Zelle der 
Blitter zahlreiche, Olkérper enthiilt. Sie findet sich im 
Sehwarzwald in einer Hohe tiber 1000 Meter in  ziemlicher 
Menge, hauptsichlich auf kiesiger Erde in feuchter Atmosphiire. 
Das von mir verarbeitete Material stammt aus dem oberen 
Birental am Feldberg. In frischem Zustande riecht die Pflanze 
kaum und labt sich durch diese Eigenschaft von der sehr iihn- 
lichen, stark und angenehm duftenden Aplozia obovata leichi 
unterscheiden. 
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Da es unmdglich war, die anhaftende Erde ganz zu be- 
seitigen, habe ich auch keine quantitative Bestimmung iiber 
den Olgehalt ausfiihren kinnen. Im ganzen erhielt ich ungefiihr 
3 g Ol. 

Die Farbe ist citronengelb. Der Geruch ist von den 
anderen iitherischen Olen, die ich dargestellt habe, wenig ver- 
schieden und erinnert an den Walddutft. 

Bei der geringen Olmenge konnte ich natiirlich eine ein- 
gehende Untersuchung nicht durchfiihren. Die folgenden Angaben 
lassen aber zur Geniige erkennen, daf auch dieses Ol von den 
iibrigen bedeutend abweicht. 

Das spezifische Gewicht betrug bei 15° 0,965. 

Kine &58°/oige Lisung des Oles in Alkohol, mit dem 
spezifischen Gewicht 0,8167 (bei 20°), wurde im Dezimeterrohr 
polarisiert. Sie drehte die Polarisationsebene um — 2,35°. 
Hieraus ergibt sich: 

100 — 2,35 


= — 33,499 
lp = SZ8,58 SZ 0.8167 


Mit Eisessig und konzentrierter Schwefelsiiure gab ein 
Tropfen Ol eine sehr bestiindige, himbeerrote Farbe. 
Eine Verbrennung ergab folgende Werte: 
Angew. Substanz: O1301 | 81.16% 
Gefundene Kohlensiure: 0.3872 » | 11,71%o 


Gefundenes Wasser: 0.1342 » 7,13°/o O 


Das Ol entspricht also fast genau der Zusammensetzung 


In der folgenden Tabelle sind die Eigenschaften der vor- 
stehend beschriebenen Ole nochmals zusammengefabt, um die 
verschiedene Zusammensetzung jedes einzelnen Oles besser zum 
Ausdruck zu bringen. 

Die untersuchten Ole der Lebermoose haben gemeinsam 
ein hohes spezifisches Gewicht, hohe Siedetemperatur und damit 
verbundene Schwerfliichtigkeit.. Ein Olfleck auf Papier ver- 
schwindet erst nach mehreren Monaten. 


2 
~ 
J 
~ 
21* 
21 


316 Karl Miller, 


Mastigobryum Leioscyphus Madotheca Alicularia 
Vorkommen | 0,93 16 | 0.9 | 
in %o | 
Farbe | 
a orangegelb | — blaugriin orangegelb | citronengelb 
des Ols 
Spez. 9471) 975, | | 
0.947—0.97) | O.986 | 0.856 0.965 
Gewicht | | 
+ 13469 | — 3440 | 73,42 — 33,49° 
seifungs- 5,4 | 11.4 | 
zahl 
Eisessiy | | 
4 weinrot. | himbeerrot dunkelrot himbeerrot 
konz.H,SO, | | 
Zusammen-:| 82,77 °/o C | 84,18 °/o C | 80, 43% 0 C 16° jo 
setzung | 11,19°/o H 11,.73°0H) 12.49% H 11.71° oH 
des Oles 6.04%o O 4.21 O 7,08 °/o O 7,13°0 O 


IK. P. 26) —267 IK. P. 260—265° K.P.100°(25 mm) 

Sp. Gew. 0.946 | Sp. Gew. 0.937 | 

ra 1On [a t})) = +28, Q: 5° [a] =+ 10,54 


K. P. 270 —285° K. P. 265—2 150—160°, 
Sp. Gew. 0,964 | unrein, | (17 mm) | 
If. Fraktion =-- 42.219 Wahrscheinlich Sp. Gew. 0,968 | 
ein Kohlen- [@]p=+182,23° 


Kohlenwasser- 
wasserstoff Gavon ein 


stoff ? Alkohol 


10 


K. P. 280—290 
II. Fraktion {a]p +-26,88°| | 
| 


Sehr viele Lebermoose besitzen im frischen Zustand einen 
sehr deutlichen Geruch, der bel manchen Arten als angenehm 
zu bezeichnen ist, wie z. B. bei Aplozia obovata, Fega- 
tella conica, Lophozia bicrenata, Grimaldia barbi- 
frons usw. Bei allen stark riechenden Arten ist der Geruch 
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verschieden und kann deshalb oft dazu dienen, nahestehende 
Pflanzen zu unterscheiden. Manche Arten riechen fast gar nicht 
und enthalten trotzdem erhebliche Mengen iitherischen Oles, wie 
z. B. Leiosevphus. Nur sehr wenige Arten der Lebermoose 
besitzen nach unseren heutigen Kenntnissen keine Ole wie 
Blasia und Anthoceros. 

Der Gehalt an iitherischem Ol ist bei verschiedenen Leber- 
moosarten sehr verschieden. Wie wir schon gesehen haben, 
lassen sich aus der Intensitiit des Geruches keine Schliisse auf 
den Gehalt an OL ziehen. Wohl aber ist dies mioglich nach 
der Gestalt und Anzahl der Olkérper. Bei den yon Lohmann 
untersuchten Marchantiaceen ist der Gehalt an iitherischem 
Ol, auf Trockensubstanz berechnet, etwa 0,5°/o. Bei einem 
anderen Lebermoos, bei Metzgeria, ist ein Gehalt von nur 
0,01°/o angegeben, der bei Destillation gréferer Mengen sich 
vielleicht noch etwas hoher herausstellen diirfte. Bei den be- 
bliitterten Jungermanniaceen fand ich fast 1° o. Nur bei 
einer Art, bei Leioscyphus, konnte ein hoherer Gehalt, bis 
1.6°/o, festgestellt: werden. 

Nach andauernder Destillation mit Wasserdampf ist das 
Ol aus den Olkjrpern verschwunden, wiihrend es nach Pfeffers 
Beobachtungen an Menge kaum abgenommen haben soll. 

Chemisch sind die Ole der einzelnen Arten iiberaus ver- 
schieden und damit hiingt auch ihr verschiedenes Drehungs- 
vermogen zusammen. Sie bestehen aus einem Gemenge von 
Terpenen mit Terpenalkoholen oder Sesquiterpenen und Sesqui- 
terpenalkohoien, die, wie es scheint, mit keinem der zahlreichen 
bekannten Kohlenwasserstoffe oder Alkohole iibereinstimmen. 
Auch ein bei 300° nicht. fliichtiges, vielleicht kampherartiges 
Produkt ist in jedem Ole enthalten. Esterartige Verbindungen 
enthalten die einzelnen Ole jeweils sehr wenig. 

Unter den Umsetzungsprodukten der Ole gelang es mir 
nicht, irgend eine feste Verbindung zu erhalten, wodurch die 
Untersuchung wesentlich vereinfacht worden ware. 

Sieht man die zusammenfassenden Werke und Aufsiitze 
liber dtherische Ole durch, so findet man beziiglich ihres Vor- 
kommens bei Kryptogamen meistens unrichtige Angaben. Bei 
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Gildemeister und Hoffmann!) ist von Kryptogamen nur 
Aspidium filix mas unter den iitherisches Ol gebenden 
Pilanzen angefiihrt. Die Lohmannsche Arbeit konnte hier 
noch nicht beriicksichtigt werden, da sie erst spiiter erschienen 
ist: die jilteren Angaben iiber das Vorkommen iitherischer Ole 
bei Lebermoosen, an und fiir sich schon ziemlich unbestimmt, 
sind aber, wie schon eingangs erwahnt, durch die Autoritit 
Pfeffers ganz unbeachtet geblieben. Aber auch neuere Werke, 
wie das von Cohn,?) stehen noch auf dem gleichen Stand- 
punkt. Cohn = schreibt u. a. Seite 23: nennenswerten 
Mengen werden Riechstoffe nur von héher organisierten Pflanzen 
produziert > und weiterhin: «Nur Phanerogamen liefern iitherische 
Ole.» In dihnlichem Sinne spricht sich Detto%) aus, wenn er 
sagt: «Kryptogamen und Palmen scheinen tiberhaupt keine 
fitherischen Ole zu enthalten. » 

Aus meinen Untersuchungen, wie auch denen 
Lohmanns, geht demgegeniiber unzweifelhaft hervor, dab 
fitherische Ole bei Kryptogamen nicht nur vorkommen, sondern 
bei einer bestimmten Abteilung derselben, den Lebermoosen, 
eine anscheinend ganz allgemeine Verbreitung besitzen. Sehr 
wahrscheinlich wiirde man sie auch noch bei anderen Krypto- 
gamen finden, wenn sich nur das notige Untersuchungsmateria! 
beschaffen lieBe. So liefern z. B. viele Bakterien Riechstoffe, 
die aber eben aus Mangel an Material chemisch noch recht 
wenig untersucht sind. Der bekannte «Veilchenstein», eine 
Alge, die rote Flecken auf Felsen der europiischen Gebirge 
bildet, scheint ebenfalls den angenehmen Veilchenduft einem 
iitherischen OL zu verdanken. Leider konnte ich ein etwa vor- 
handenes Ol nicht isolieren, da es mir ganz unmdglich war, 
geniigende Mengen Material zusammenzubringen. 

Wenn es erlaubt ist, aus den wenigen bisher vorliegenden 
Arbeiten weitergehende Schliisse zu ziehen, so darf man wohl 
sagen, dai der Chemie der étherischen Ole auch bei den 
Kryptogamen noch ein weites Arbeitsfeld offensteht, ein Gebiet, 

') Gildemeister u. Hoffmann, Die atherischen Ole, Berlin 1899. 


*) Cohn, Die Riechstoffe, Braunschweig 1904. 
‘) Detto, Naturw. Wochenschr., N. F., Bd. II, S$. 322 (1904). 
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das dem bei den hoheren Pflanzen an Ausdehnung und Mannig- 
faltigkeit vielleicht nicht viel nachstehen wird. 


Die beiden vorstehenden Arbeiten wurden im chemischen 
Universitats-Laboratorium (Abteilung der philosophischen Fakul- 
tit) zu Freiburg 1. br. ausgefiihrt. 


Herrn Privatdozenten Dr. W. Meigen bin ich zu Dank 
verbunden ftr die mir jederzeit gewihrten freundlichen Rat- 
schlige. Ebenso spreche ich Herrn Prof. Dr. L. Gattermann, 
sowie auch Herrn Prof. Dr. F. Oltmanns fiir die Férderung 
meiner Arbeiten meinen wiirmsten Dank aus. 
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Uber das Schicksal des Vanillins im Tierkérper. 
Von 


Y. Kotake. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1905.) 


Preusse?!) hat zuerst das Verhalten des Vanillins im 
tierischen Organismus untersucht und er ist zu dem Resultate 
gelangt, dai das verabreichte Vanillin zu Vanillinsaure oxydiert 
wird, welche zum griften Teile gepaart als Atherschwefelsiiure, 
in geringer Menge als freie Siure im Harne auftritt. Bei dieser 
Untersuchung hat er es nicht versiiumt, seine Aufmerksamkeit 
auf -einen die Polarisationsebene drehenden oder Kupferoxyd 
reduzierenden Korper» zu richten, doch ist es ihm nicht gelungen, 
eine Spur einer derartigen Verbindung im Harne aufzulinden. 

So interessant und lehrreich die Beobachtung Preusses 
in betreff der Bildung von Atherschwefelsiiure nach Vanillin- 
fiitterung ist, so trifft doch seine Angabe tiber das Fehlen der 
linksdrehenden Substanz im Harne unter denselben Verhiltnissen 
nicht zu. Denn Prof. Araki teilte mir mit, dafi er, als er 
Kaninchen zum Zwecke anderweitiger Untersuchungen Vanillin 
beigebracht hatte, danach das Auftreten von einem linksdrehenden 
KOrper im Harne gesehen habe. Die Darstellung dieses links- 
drehenden Kérpers und die Ermittelung der Eigenschaften und 
Konstitution desselben bilden den Gegenstand der folgenden 
Untersuchung. 

Als Versuchstier benutzte ich Kaninchen. Das zu den 
Versuchen verwendete Vanillin war in feinen farblosen Nadeln 
kristallisiert, deren Schmelzpunkt bei 81° C. lag. Dieses Praparat 
wurde Kaninchen 3 bis 4 Tage lang in Dosen von 2 g pro die, 
in Wasser autgeschwemmt, mittels des Schlundrohrs in den 
Magen eingefilhrt. 


') Preusse, Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 213. 
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Der nach Eingabe von Vanillin entleerte Harn drehte stets 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach links: er reduzierte 
alkalische Kupferoxydlésung nicht, wohl aber trat Reduktion ein 
nach dem Kochen mit verdiinnten Mineralsiiuren. Die sonstigen 
Kigenschaften des Vanillinharns stimmten vollig mit den An- 
gaben von Preusse tiberein. 


Darstellung des linksdrehenden Korpers. 


Nachdem ich durch einen besonderen Versuch festgestellt 
hatte, daBi der in Rede stehende Korper nicht durch neutrales, 
wohl aber durch basisches Bleiacetat fast quantitativ gefillt 
wird, verfuhr ich wie folgt: Der Harn wurde mit neutralem 
Bleiacetat gefiillt, filtriert und dann vorsichtig basischem 
sleiacetat versetzt. Der mit basischem Bleiacetat erhaltene 
Niederschiag wurde nach der Vorschrift von E. Fromm und 
P. Clemens!) mit Baryumsulfid zerlegt und das vom Schwefel- 
blei befreite Filtrat im Vacuum bei 33—40° C. eingeengt. Aus 
dieser eingeengten Fliissigkeit wurde die Baryumverbindung des 
gesuchten Korpers durch Zusatz von Alkohol gefillt und durch 
wiederholte Aufl6sung in Wasser und Umfiillung mit Alkohol 
gereinigt. 

Die Versuche fiir die Gewinnung der freien linksdrehenden 
Siure, die in grofer Anzahl ausgefiihrt wurden, scheiterten 
daran, dal die Saiure im freien Zustande nicht sehr bestiindig 
war und darum nicht vollig gereinigt werden konnte. Ich fabte 
deshalb den Entsehlu®B, durch die Untersuchung des Baryum- 
sulzes, welches wegen der Einfachheit seiner Darstellung den 
Vorzug vor den anderen Salzen hat, einen Aufschlu® iiber die 
Kigenschaften und Konstitution der Siiure zu erstreben. 


Kigenschaften und Konstitution des linksdrehenden 
Korpers. 


Das gereinigte Barvumsalz der gesuchten Substanz bildete 
ein weifes Pulver. In Wasser liste es sich sehr leicht und im 
trisch gefiillten Zustande war es hygroskopisch. In Alkohol und 
Ather war es unlislich. 


') KE. Fromm und P. Clemens, Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 255, 
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Das Baryumsalz gab mit Phloroglucin und Salzsiiure die 
teaktion der gepaarten Glukuronsiiure. Das Kupferoxyd in 
alkalischer Losung wurde nicht durch die Substanz reduziert. 

Die Analysen des Baryumsalzes gaben folgende Werte: 
0.2176 ¢ der be: 100° C. getrockneten Substanz mit Schwefelsiure abgeraucht 


gaben 01030 ¢ BaSO, == 27,86° Ba. 
0.2250 g Substanz bei 100° C. getrocknet und mit Schwefelsiure abgeraucht 
lieferten O,1069 g BaSO, = 27,96°/o Ba. 

0.2001 ¢ der bei 100° C. getrockneten Substanz in Wasser gelOst und mit 
Schwefelsiure gefillt gaben 0.0935 ¢ BaSO, == 27,51°/o Ba. 
0.2288 ¢ der bet LOO’ C. getrockneten Substanz in Wasser gelOst und mit 
Schwefelsdiure gefillt gaben 01071 g BaSO, == 27,55°)0 Ba. 
OA919 Substanz (im Vacuum itiber Schwefelsiiure getrocknet) gaben 
0,2380 g CO, = 33,83°/o C und 0,0669 g H,O = 3,87° 0 H. 


0.2002 ¢ der im Vacuum tiber Schwefelsiure getrockneten Substanz gaben 
0.2466 g CO, = 38,59% 0 C und 0.0702 ¢g H,O = 3,90°/o H. 
0.2320 g der bei 100° C. getrockneten Substanz gaben 0,2869 g CO, 
= $3,73°/o C und 0,0726 g H,O0 = 3,48°/o H. 

Es werden gefunden : 


2) | & | | 6 | 7 | Mitel: 
| | 
— | — | 33831] 33,59] 33,73 33,72 
| | 
H — — 3.87 | 390 | 3.48 3.70 
| 
Ba | 27,86) 27,96| 27,51 | 27,55; — | — 27.72 
| 


| | 
| | | | | 

Die Analysen stimmen, wie aus der obigen Zusammen- 
setzung zu ersehen ist, ziemlich gut miteinander tiberein. Aus 


den Mittelwerten berechnet sich folgende Formel: 


Berechnet fiir BaC,,H,,0,,: Gefunden: 
33,78 °/o 33,72 
H 3,22 °/o 3,79 °/0 
Ba 27.62 ° 0 27,72 


Die spezifische Drehung des Baryumsalzes in wisseriger 
Losung wurde mittels eines Landoltschen Circumpolarisations- 
apparates aus der Werkstiitte von Fr. Schmidt und Hiinsch 
bestimmt. 

Gehalt an Substanz in 100 g Lésung = 1,6160 g: -spe- 


zilisches Gewicht der Losung = 1,0129; Rohrlinge = 1 dm: 
beobachtete Drehung bei 19,5° C, = — 0,62. Daraus ergab sich: 


1) = 37,94 
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Aus den analytischen Daten und den geschilderten Eigen- 
schaften laBt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit schlieben, dab 
die linksdrehende Substanz eine gepaarte Glukuronsiiure ist, die 
ich vorliufig als Glukurovanillinséure bezeichnen will. Zur Fest- 
stellung der Konstitution war die Untersuchung der Spaltungs- 
produkte derselben notig. 


Spaltung. 


20 g des Baryumsalzes wurden mit 400 ccm 5°/oiger 
Schwefelsaure tbergossen, von gebildetem Baryumsulfat ab- 
filtriert und dann 6 Stunden lang am Riickflubkiihler auf dem 
Sandbade gekocht. Das Reaktionsgemisch wurde mit Ather in 
der Schiittelmaschine auf das griindlichste extrahiert und die 
Atherausziige destilliert. Es hinterblieb eine gefiirbte kristallinische 
Substanz, welche durch Umkristallisation aus heifjem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle gereinigt wurde. 

Die gereinigte Substanz kristallisierte in feinen Nadeln, 
welche bei 207° C. schmolzen und unzersetzt sublimierten; sie 
loste sich schwer in kaltem, leichter in heibem Wasser, in 
Alkohol und Ather war sie leicht lislich. Die Lésung reagierte 
stark sauer. 

Die Elementaranalyse und Molekulargewichtsbestimmung 
der ber 105° C. getrockneten Substanz ergaben Zahlen, welche 
fir Vanillinsiure gut stimmen: 


0.2159 g Substanz gaben 0.4496 g CO, = 56,79°/o C 
und 0,0902 H,O = 4,64°/0 H. 
0,2529 g Substanz gaben 0,5274 g CO, = 56,87°/o C 
und 0.1053 H,O = 4,62°/o H. 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach der Gefrier- 
methode von Beckmann ausgefiihrt unter Anwendung von 
Eisessig als Losungsmittel. 


Hisessig Substanz Gefundenes Molekulargewicht 
25,95 g 0.1550 ¢ — 0,145 161 
Berechnet fiir Gefunden : 
C.H,O, : 1. 2. 
C D7, 14°/0 56,79 56,87 °/o 
H 4,76° 4,64° 0 4,62°/o 


Molekulargewicht: 168 161 — 
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Die mit Ather erschOpfte Fliissigkeit wurde zuniichst mii 
Barytwasser, dann mit Baryumkarbonat neutralisiert, filtriert 
und ber 40° C, eingeengt. Aus der eingeengten Losung wurde 
das Kaliumsalz durch Umsetzung des Baryumsalzes mit Hilfe 
von Kaliumsulfat dargestellt. 

Das Kaliumsalz kristallisierte in feinen Nadeln und war 
leicht lislich in Wasser, unléslich in Alkohol und Ather. Die 
wiisserige Losung reduzierte alkalische KupferoxydlOsung beim 
Kochen und drehte stark die Ebene des  polarisierten Lichtes 
nach rechts. 

Die im Vacuum iiber Schwefelsiiure bei 95° C. getrockneten 
Kristalle gaben bei der Analyse folgende Werte: 

0.2032 Substanz mit Schwefelsiure abgeraucht gaben 0,0751 K,S0, 
= 16,60°o K. 


Q.2178 Substanz gaben 0.2459 CO, = 30,7990 C und 0.0762 
== 3,89°/o H. 
Berechnet fiir C,H,O-K: Gefunden: 
CG 30,79 Jo 
H 3,88 °/o 3,89 °/o 
K 16,86°/o 16,609) 


Somit ist mit Sicherheit erwiesen, daB beim Kochen mit 
verdiinnter Schwefelsiure die Glukurovanillinsaure als Spaltungs- 
produkte Vanillinsiiture und Glukuronsiiure gibt. Da nun auber 
diesen zwei Sduren keine andere Verbindung im Reaktions- 
gemisch nachzuweisen war, und da auf Grund der Analysen 
dem glukuroyvanillinsauren Baryum die Formel: BaC,,H,,0,, 
zukommt, so wird es wohl nicht zu gewagt erscheinen, wenn 
wir die Konstitution der Glukurovanillinsiiure durch die folgende 
Formel ausdriicken wollen: 


COOH COOH 
CH OH 
CH OH 
CH OH 
-O—Ch, cH OH 
O—CH—OH 


Sollte diese Konstitutionsformel zutreffend sein, so wiirde 
die Spaltung der Glukurovanillinsiure scheinbar ohne Wasser- 
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aufnahme erfolgen. Es liegen einzelne Beobachtungen vor, die : 
dafiir sprechen, dab die bildung von gepaarten Glukuron- 
siuren ohne Austritt von Wasser stattfinden und die Spaltung : 


derselben auch ohne Aufnahme von Wasser verlaufen kann. 
So hat Blum!) gezeigt, dab bei der Spaltung der Dichlorthymol- 
vlukuronsiiure das Dichlorthymol und die Glukuronsiiure ohne 
Wasseraufnahme entstehen. Dieser befund ist von Hata und 
Katsuyama?) bestiitigt und erweitert worden. Fenivessy%) 
hat ferner beobachtet, dab die Paarung des Carbostyrils an 
(ilukuronsiure im TierkOrper ohne Wasseraustritt vor sich geht. 
Was die Erklérung dieser merkwiirdigen Erscheinungen an- 
betrifft, so glaube ich mit Blum annehmen zu miissen, dal die 
Aldehydgruppe der Glukuronsaure zunachst ins Hydrat CH(OH), 
verwandelt und das letztere unter Wasserabspaltung mit den 
zugehorigen Alkoholen in Reaktion getreten ist, und dab bei 
der Spaltung der auf diese Weise gebildeten gepaarten Glukuron- 
siiuren nicht das Glukuronsiiurehydrat, sondern die gewohnliche 
Glukuronsdure auftritt. 

Die Resultate der vorliegenden Arbeit lassen sich in folgende 
sitze zZusammenfassen : 

1. Das Vanillin wird im TierkOrper zu Vanillinsiiure oxydiert 
und die letztere zum Teile an Glukuronsiiure gepaart und im 
Harne ausgeschieden. 

2. Die Glukurovanillinsiiure wird aus: ihrer LOsung durch 
den Zusatz von basischem Bleiacetat gefiillt: sie ist linksdrehend 
und reduziert nicht alkalische Kupferoxydlésung. 

3. Die Glukurovanillinsiiture wird beim Kochen mit  ver- 
diinnter Schwefelsiiure unter Bildung von Vanillinsiiure und 
Giukuronsiiure gespalten., 


1) Blum, Diese Zeitschrift, Bad. XVI, 514. 

*) Hata und Katsuyama, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXX1], 
S. 2583. 

‘) v. Fenivessy, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 5. 352. 


a 
q 


Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
I]. Mitteilung. 


Uber das Carnitin. 
Von 


WI. Gulewitsch und R. Krimberg. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1905.) 


Bei der Fortsetzung der Untersuchung des Fleischextraktes, 
welche der eine von uns gemeinschaftlich mit Amiradzibi!) 
unternommen und welche zur Entdeckung des Carnosins ge- 
fiihrt hatte, richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf das Filtrat, 
welches nach der Ausscheidung des Carnosins in der Form 
seiner Silberbase zuriickbleibt. Indem wir uns der Methode der 
Fiillung mit Kaliumwismuthjodidl6sung bedienten, isolierten wir 
aus diesem Filtrat eine neue Base, fiir welche wir den Namen 
Carnitin vorschlagen mochten. Carnitin wurde von uns be! 
der folgenden Behandlung des Liebigschen Fleischextraktes 
erhalten, 

Kine Losung von 500 ¢ des Extraktes wurde mit Phos- 
phorwolframsiiure gefiillt, wie in der ersten Mitteilung (1. ©. 
beschrieben. Die nach der Zersetzung des Phosphorwolfram- 
siiureniederschlages mit Barythydrat erhaltene Fliissigkeit wurde 
mit Schwefelsiure neutralisiert und darin Silbersulfat?) unter 
Erwiirmen in der Menge aufgelist, daB eine kleine Probe de 
Fliissigkeit auf einem Uhrglase mit Barythydrat vermischt keiuc 
weife, sondern eine gelbe, schnell schwarz werdende Fiallun: 


WI. Gulewitschu.S. Amiradzibi, Diese Zeitschrift, Bd. 
S. 

2) Dieses Silbersalz wurde angewandt, um die Stickstoffverteilun. 
im Fleischextrakte nach dem Kjeldahlschen Verfahren untersuchen 2) 


kOnnen, woriiber der eine von uns spiiter berichten wird. 
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lieferte. Der entstandene Niederschlag wurde abgesaugt und 
ausgewaschen. Das Filtrat wurde mit einer gesiittiglen warmen 
Barvthydratlésung ausgefallt, der voluminose Niederschlag von 
Carnosinsilber abgesaugt und sorgfaltig ausgewaschen. Um 
auch jenen Teil des Carnosins zu entfernen, welcher in dem 
neuen, etwa 9 | betragenden Filtrat geblieben war, und um aus der 
Fliissigkeit das Ammoniak zu vertreiben, welches sich aus den 
Ammoniumsalzen des Fleischextraktes gebildet hatte und welches, 
wie man annehmen mub, die Loslichkeit des Carnosinsilbers 
erhoht, wurde die Fliissigkeit mit Schwefelsiiure neutralisiert, 
mit Schwefelwasserstoff behandelt, filtriert und unter Zusatz 
von Magnesiumoxvd auf dem Wasserbade zur Sirupdicke ein- 
gedamplt. Der Sirup wurde mit Wasser verdiinnt und die mit 
Schwefelsiiure neutralisierte Fliissigkeit zum zweitenmal mit 
Silbersulfat und Barythydrat gefallt. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelsiure neutralisiert, mit Schwefelwasserstoff behandelt, 
auf dem Wasserbade auf etwa 11 eingeengt und mit Kalium- 
wismuthjodidlésung?) gefallt. 

Der entstandene reichliche orangerote Niederschlag, welcher 
zuerst tlockig ausfiel, verwandelte sich bei weiterer Zufiigung 
des Fiillungsmittels in einen harzigen Klumpen. Die Fliissigkeit 
wurde abgegossen, der Niederschlag mit Wasser abgespiilt und 
mit frischgefiilltem Bleihydroxyd zerrieben. Der blabgelbe Nieder- 
schlag von Bleioxyjodid wurde abgesaugt und gewaschen, das 
Filtrat mittels Schwefelwasserstoff entbleit. Die erhaltene Fliissig- 
keitreagiertestark alkalisch. Nachdem Neutralisieren mit Schwefel- 
siure und dem Kinengen auf dem Wasserbade zur. Sirupdicke 
schieden sich Kristalle von Kreatin und Kreatinin ab. Der von 
denselben abgesaugte Sirup war jedoch nicht zur Kristallisation 
zu bringen weder unmittelbar, noch mit Wasser verdiinnt und 
mit Alkohol vermiseht. Ebensowenig kristallisierte die Losung 
der Base, welche nach dem Entfernen der Schwefelsiiure ver- 
mittelst Barythydrat erhalten) wurde. Alsdann wurde diese 
Losung mit Salzsiiure neutralisiert und auf dem Wasserbade 
zur Sirupdicke verdampft. Der Sirup wurde in Alkohol gelost, 
4) Diese Losung wurde nach K. Kraut bereitet. (Vgl. E. Sehmidt, 
Lehrbuch der pharmaceutischen Chemie, Bd. Il, 1901, S. 1368.) 
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die Losung eingeengt, der Riickstand mit absolutem Alkohol 
extrahiert und die alkoholische Lésung mit einer heifen kon- 
zentrierten alkoholischen Loésung von Quecksilberchlorid aus- 
gefailt. Der beim Stehen kristallinisch gewordene Niederschlag 
wurde abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und nach dem Trocknen 
mehrmals mit kochendem Wasser ausgezogen, worin ein Teil 
ungelOst blheb. Nach dem Erkalten der durch einen Heif- 
wassertrichter filtrierten Extrakte fiel ein geringer Niederschlag 
aus, welcher abgesaugt wurde. Aus der eingeengten Mutter- 
lauge schied sich ein neuer Niederschlag ab, welcher abgesauzt 
und ausgewaschen wurde; nach dem Trocknen im = Vacuum- 
exsikkator wog derselbe 24 g. Dieser zweite Niederschlag 
wurde in heibem Wasser gelést, mit Sechwefelwasserstoff zer- 
setzt, das Filtrat vom Quecksilbersulfidniederschlage mit Natrium- 
karbonat neutralisiert und eingedampft. Der Riickstand wurde 
mit Alkohol extrahiert, die L6sung eingedampft, der neue Riick- 
stand abermals mit Alkohol ausgezogen und die erhaltene 
Losung mit einer alkoholischen 
siiure ausgefiillt. Der entstandene Niederschlag wurde abgesauct. 
mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Im Wasser, sogar 
kaltem, erwies er sich als sehr leicht lOslich. Nach = starkem 
Kinengen der wiisserigen Losung schieden sich einige kleine 
Kristiillchen aus, nachher aber erstarrte die Fliissigkeit zu 
einer kristallinischen Masse, welche zerrieben, abgesaugt und 
mit einer kleinen Menge 50° oigen Alkohols gewaschen wurde. 
Das erhaltene helle, orangerote, kristallinische Pulver wurde 
aus heibem 80° (Tr.) Alkohol, in welehem es_ leicht 
lOslich war, umkristallisiert. Nach dem Erkalten der Losung 
schieden sich sehr kleine und kurze Prismen resp. ein kristal- 
linisches Pulver ab. Der Niederschlag wurde abgesaugt, zuerst 
mit 80° oigem, dann mit starkem Alkohol ausgewaschen, be! 
115° getrocknet und analysiert. Die Verbindung schmilzt unter 
starker Zersetzung bei 214—218°: der Schmelzpunkt wechsel! 
mit der Schnelligkeit des Erhitzens. 

0.3288 ¢ Substanz, in eimem Schiffehen mit gepulvertem Blei- 


chromat bedeckt und in einem mit Bleichromat gefiillten Rohre mit vor- 
celegter Kupfer- und Silberspirale verbrannt, gaben 0.1287 g H,O und 


02771 ¢ CO,. 


a 
ry : 4 
She 
j 
Pal 
a 


Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. II. 329 


Il. 0.3635 g Substanz, auf dieselbe Weise verbrannt, lieferten 
0.1478 g H,O und 0,3125 g CQ,. 
Hl. Aus 0,2379 g Substanz wurden 7.95 ccm N bei 15° und 
761 mm Bar. erhalten. 


IV. 0.2189 g Substanz hinterliehen nach dem Gliithen 0.0587 Pt. 


V. 0,2993 g Substanz lieferten 0,0O804 g Pt, als PtS, ausgeschieden. “ 79 
Aus dem mit Natriumkarbonat eingedampften Filtrate vom Platinsulfid- Sitee 
niederschlage resultierten 0.3470 g AgCl. 

Gefunden: Berechnet fiir 

I. II. Il. IV. V. C, Pt: 
C 22.98% 23,43°/o 22.96% 

— — — 28.669 0 29,06" 
26,8290 26,860 26,629) 


Die Ergebnisse der Analysen zeigen somit, dai die am 
Schlusse der oben beschriebenen komplizierten Behandlung 
des Fleischextraktes isolierte Substanz die Zusammensetzung 
C,,H5.N.0,€],Pt hat und folglich das Choroplatinat einer noch 
unbekannten Base darstellt, fir welche wir den Namen Carnitin 
vorschlagen. In der Voraussetzung, dal diese Substanz ein 
Monoamin und kein Diamin ist und dal hier keine quartiire 
Ammoniumbase vorliegt, kann die Zusammensetzung des Carnitins 
durch die Formel C,H,;NO, ausgedriickt werden. 

Die freie Base reagiert stark alkalisch und ist, wie auch 
ihr salzsaures und salpetersaures Salz, im Wasser iiuferst leicht 
loslich. Das salpetersaure Salz wurde aus seiner wiisserigen 
und alkoholischen Losung kristallinisch erhalten, niimlich in der 
Form von strahligen Drusen nadelformiger Kristiillchen. Das 
sulpetersaure Salz dreht die Polarisationsebene des Lichtstrahles 
nach links. 

Die lange Reihe der Extraktivstoffe des Muskelgewebes hat 
sich jetzt somit noch um ein neues Glied bereichert. Das 
Carnitin, der neu entdeckte stickstoffhaltige Bestandteil des 


kann ungefahr auf — 22° geschitzt werden. Exakte Be- 
stimmungen desselben konnten wegen der geringen Menge der Substanz 
nicht ausgefiihrt werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 2: 
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Fleischextraktes, unterscheidet sich von den itibrigen Extraktiy- 
stoffen des Muskelgewebes dadurch, dai im Carnitin auf 1 Atom 
Stickstoff 3 Atome Sauerstoff kommen. Seinen stark alkalischen 
Kigenschaften nach kann das Carnitin nicht eine Oxvyaminosiaure 
sein und seiner chemischen Struktur nach nimmt es moglicher- 
weise eine besondere Stellung unter den tibrigen bekannten 
Bestandteilen des tierischen Organismus ein. 

Die Untersuchung der Verbindungen von Carnitin wird 
von einem von uns fortgesetzt und auch die Versuche zur Aut- 
kliirung der chemischen Konstitution dieses KoOrpers werden. in 
Angriff genommen werden. 

Am Schlufi méchten wir darauf hinweisen, dali die bei 
den zoochemischen Untersuchungen wenig Anwendung findende 
Methode der Ausfitllung mit KaliumwismuthjodidlOsung in vielen 
Fiillen erhebliche Dienste leisten kann, so z. b. in der Gegen- 
wart von Kaliumsalzen, welche bekanntlich, gleich den Salzen 
der organischen Basen, sowohl durch Phosphorwolframsiure, 
wie auch durch Pikrinsiiure gefiillt werden. Auch die Méglich- 
keit der Ausscheidung der organischen Basen aus den Nieder- 
schliigen, welche bei der Kinwirkung einer Kaliumwismuthjodid- 
losung entstehen, durch Zerreiben dieser Niederschliige bei der 
gewoOhnlichen Temperatur mit Bleihydroxyd, wie oben gezeigt, 
womit die Gefahr der Zersetzung der Basen vermieden wird, 
gehort zu den nicht unbedeutenden Vorteilen dieser Methode. 
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Uber die Malzoxydase. 
Von 
W. Issajew. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Technologie der Kohlehydrate des Polytechnischen 
Instituts zu Warschan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1905.) 


Man findet in der Literatur nur vereinzelte Angaben, aus 
welchen das Vorhandensein eines Oxydationsenzyms im Malze 
sich vermuten laBt. So war es schon lange bekannt, dali fast alle 
Pflanzen und Tierorgane die Kigenschaft besitzen, das Wasser- 
stoffsuperoxvd zu katalysieren; man benutzt, um diese Zersetzung 
zum Vorschein zu bringen, die bekannte Guajacreaktion. Die 
Fiihigkeit der Malzausziige, diese Reaktion zu geben, wurde 
zuerst, wie es scheint, von van den Broek!) bemerkt. Die 
Reaktion ist so empfindlich, dab Schonbetn?) empfahl, mittels 
Malzauszuges die Spuren von H,O, z. b. im Wasser nachzu- 
weisen. Er weist ausdriicklich darauf hin, dafi die Substanzen, 
welche das Wasserstoffsuperoxvd katalysieren und im Pflanzen- 
und Tierreich sehr verbreitet sind, nicht organisiert sind und 
zur Klasse der fermentartigen Substanzen gehoren. Infolgedessen 
ist die Guajacreaktion eine spezifische Enzymreaktion und man 
benutzte dieselbe zum Nachweis der Enzyme tiberhaupt.*) Jetzt 
aber wissen wir, dafi die Erscheinung viel komplizierter ist: 
die Guajacreaktion ist keine allgemeine Enzymreaktion, sondern 
eine Oxvdasenreaktion. Dabei sind verscliedene Fille zu unter- 
scheiden: Zuweilen tritt die Bliituung der Tinktur ohne Zusatz 
von H,O, ein, in anderen Fiillen ist der letztere notig: die 
Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds kann auch durch be- 


') Jahresber. von Liebig u. Kopp, 1849, S. 455; 1850, 8. 515. 
*) Zeitschrift f. Biologie, 1868, S. 367. 
Oppenheimer, Die Fermente, 8.44; Effront, LesEnzymes, 8.27. 
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sondere Enzyme, Katalasen, bewirkt werden, dabei wird der 
Sauerstoff nicht aktiviert. Man unterscheidet somit drei Enzym- 
klassen dieser Kategorie: Oxydasen, Peroxydasen und Katalasen. 

Die Eigenschaft des Malzauszuges, Oxydationen hervor- 
zubringen, wurde von Struve!) beobachtet. Versetzt man eine 
Pyrogallollésung mit Gummiarabicumlosung oder Malzauszug, so 
scheiden sich nach einiger Zeit Kristalle von Purpurogallin ab. 
Struve erklirt diese Eigenschaft des Malzauszugs durch dessen 
Gehalt an Gummi: wir wissen aber jetzt, dah auch im Gummi- 
arabicum sich eine Oxydase befindet.. Lepine?) hat bei seinen 
Studien tiber die Glykolyse gefunden, dab die Malzdiastase durch 
Behandlung mit verdiinnter Schwefelsiiture in das glykolytische 
Enzym verwandelt werden kann. Es handelte sich gewih um 
die der Diastase stets beigemischte Oxydase: dieselbe wird 
durch Schwetelsiiure abgeschwiicht oder ganz vernichtet. 

Griiss?) studierte die Frage niiher. Er benutzte bei 
seinen Untersuchungen das «Tetrapapier» d. h. Papierstreiten 
mit getriinkt. Legt man 
auf das angefeuchtete Tetrapapier ein zerschnittenes Gersten- 
korn, so farbt sich letzteres Berithrung mit Luft) violett. 
Erhohte Temperatur und Alkohol verhindern das Auftreten der 
Reaktion. Bei der Keimung tritt die Reaktion zuerst stiirker, datin 
aber schwiieher hervor. Griiss schreibt diese Reaktion einem 
Oxydationsenzym, der Spermase zu. Er machte aber keine 
Versuche zur Isolierung des Enzyms. 


1. Untersuchungsmethoden. 


Ich fiihrte meine Versuche ausschlieBlich mit Ausziigen 
aus Gerste, Malz und Mercks Diastase aus. Man kann zur 
Extraktion mit fast dem = gleichen Erfolg Wasser, wiisseriges 
Glycerin oder 20° oigen Alkoho! anwenden. Am bequemsten 
benutzt man 50° oiges Glycerin, weil dadurch die Sterili- 
sation der Ausziige mittels Bakterienfilter entbehrlich wird 
In meinem Laboratorium befinden sich mehr als ein Jahr alte 

Liebigs Ann., Bd. S. 160. 

Comptes rendus, Bd. CXX, 3S. 139 

Wochenschrift fur Brauerei 1899, 522. 
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Glycerinausziige, welche vollkommen klar, infektionsfrei und 
oxydasereich bleiben. Die Glycerinausziige aber filtrieren infolge 
ihrer Zihigkeit ziemlich langsam und durch Wasser wird jeden- 
falls mehr Oxydase extrahiert. Man kann deswegen auch 
folgéendermabien verfahren. Das Malz wird mit chloroform- 
gesiitigtem Wasser 48 Stunden extrahiert, filtriert und das 
Filtrat mit dem gleichen Volumen absoluten Glycerins versetzt. 
Die Anwendung der Glycerinausziige bietet noch den grofen 
Vorteil, da} man sich grofere Mengen davon vorbereiten und also 
mehrere Versuche mit gleichmifigem Material ausftihren kann. 

Die zu untersuchenden Substanzen wurden auch in 50°, oigem 
Glycerin gelOst und zwar in solcher Quantitit, dab ihre schlieb- 
liche Konzentration nach dem Zusatz der Enzymlosung 1°/oig 
war: im Falle einer geringen Loslichkeit wurden die Substanzen 
in entsprechender Quantitaét als solche zugesetzt. 

Die Oxydation mit Luft wurde unter fortwihrendem 
Schiitteln und bei erhOhter Temperatur (38°) ausgefiihrt. Dazu 
benutzte ich die in dieser Zeitschrift!) beschriebene Vorrichtung. 
Die Flaschen waren von dunklem Glase und die Versuche wurden 
hauptsichlich wiithrend der Nacht ausgefiihrt, um die Wirkung 
des Lichtes, welche speziell untersucht werden soll, zu elimi- 
meren. Die Versuche dauerten gewOhnlich 16—18 Stunden. 
Vergleichbar sind gewifi nur die Versuche eines und desselben 
Tages. Ich fiihre die Beschreibung eines Versuchs an, um die 
Anordnung und Berechnung der Versuche an einem Beispiel 
zu erliiutern, in der Folge werde ich nur die Resultate angeben. 

90 cem 1! 2°/oiger Pyrogalloll6sung in 50°/oigem Glycerin 
wurden mit 30 com Auszug aus lufttrockenem Malz versetzt. 
Volumen der Reaktionsflasche: 505 ccm. Anfang des Versuchs 
2 Uhr nachmittags, Druck 760,9 mm, Temperatur 18,7°. Schluf 
des Versuchs & Uhr frith, Druck 757,7 mm, Temperatur 18,5°. 
Unterschied der QuecksilberhGhen in beiden Schenkeln des 
Manometers — 30 mm. 

Zur Analyse wurden 40,55 ccm Gas genommen: gefunden: 
0.9 com = 2,21°/0, Sauerstoff — 5,85 ccm 


Kohlensiure 


14.42 


!) Bd. XLII, S. 135 (1904). 
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Anfangsvolumen der Luft in der Flasche bei O° und 
760 mm 396.5 cem, Sauerstoff 82,9 ccm. Volumen der Luft 
nach der Reaktion 376.8 cem, Sauerstoff 54.3 cem, Kohlen- 
siure 8.3 cem. 

Es wurden also 28,6 ccm Sauerstoff absorbiert und 8,3 cem 
Kohlensiiure entwickelt. Die Farbe der Fliissigkeit war dunkel- 
braun, undurchsichtig. 

Die Ausziige, welche zur Ausfiihrung der unten beschrie- 
benen Versuche dienten, wurden groBbtenteils aus lufttrockenem 
Malz durch Extraktion mit 4 Teilen 50°/oigen Glycerins bei 
25° im Thermostaten zubereitet. Nach 48 Stunden wurden sie 
filtriert, neutralisiert und 18 Stunden lang in meinem «beweg- 
lichen Thermostaten» geschiittelt, um den = groften Teil der 
ereduzierenden Korper» wegzuoxydieren. Die Fliissigkeit farbt 
sich dabei dunkel und es scheidet sich ein flockiger Nieder- 
schlag aus. 100 ccm Malzauszug absorbieren dabei etwa 4 ccm 
Sauerstoff und entwickeln etwa 2 ccm Kohlensaiure. Die oxy- 
dierte Fliissigkeit wurde mittels Kieselgur klar filtriert und zu 
den Hauptversuchen verwendet. 


2. Qualitative Reaktionen. 


Fiir qualitative Reaktionen benutzte ich Guajactinktur, 
«Tetrareagens» — Tetramethylparaphenylendiaminchlorhydrat- 
losung und alkoholische Guajacoll6sung. Die Gersten- und Malz- 
ausziige verhalten sich gegen diese Reagentien durchaus gleich. 

Mit frisch bereiteter Guajactinktur und mit Guajacol be- 
kommt man keine Fiirbung: mit Tetraldsung eine schwache 
violette Farbung: setzt man aber ein paar Tropfen schwachen 
Wasserstoffsuperoxyds hinzu, so tritt sofort eine intensiv blaue 
Fiirbung mit Guajac, eine braune mit Guajacol und eine violette 
mit Tetrareagens ein: zugleich wird eine starke Wasserstoll- 
superoxydkatalyse beobachtet, was auf die Anwesenheit. einer 
Katalase hindeutet. Mit einen Tag alter Guajaktinktur bekomm! 
man auch ohne H,O, eine schwache griine Fiarbung. 

Man sollte auf Grund dieser qualitativen Reaktionen die 
Malzoxydase in die Klasse der sogenannten «indirekten» Oxydasen, 
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p-Oxydasen, Peroxydasen!) einreihen, aber wir werden weiter 
sehen, dah Malzausztige auch direkte Oxydationen verschiedener 
Substanzen beschleunigen. Wir haben wahrscheinlich in Malz- 
ausziigen beide Arten von Oxydasen und auferdem noch eine 
Katalase. 

Die Ausziige, 10—15 Minuten im Wasserbade erwiirmt, 
geben keine Farbreaktionen, obgleich ihre oxydativen Eigen- 
schaften auch bei hoherer Temperatur nicht vernichtet werden, 
wenigstens in Glycerinlésungen. 

Lift man den Malzauszug in olfenem Reagenscylinder 
einige Tage stehen, so farbt sich die Flissigkeit dunkel, indem 
diese Firbung sich allmaéhlich von oben nach unten verbreitet. 
Sie deutet auf die Anwesenheit leicht oxydierbarer Substanzen, 
deren Natur uns vorliiufig unbekannt ist; wir kOnnen sie nach 
Griiss) Vorschlage unter dem Namen «reduzierende Korper » 
zusammenfassen, 


3. EinfluB der Konstitution autoxydabler Substanzen. 


Um die untersuchte Oxydase niiher zu charakterisieren, 
priifte ich eine Reihe von Substanzen in bezug aut ihre Oxydier- 
barkeit durch Luft in Gegenwart von Malzauszug. Dabei zeigte 
sich, wie dies von Bertrand?) bei Laccase gefunden wurde, 
dafi die Malzoxydase sehr spezifisch wirkt und der Laccase 
iihnlich ist. 

Unter den vielen von mir gepriiften Stoffen wurden folgende 
gar nicht oder ziemlich schwach oxydiert: Phenol, Kresole, 
m-Xylenol, Carvacrol, Guajacol, Orcin, Gallussiiure, Gerbsiiure, 
Vanillin, Acetaldehyd, Butylaldehyd, Benzaldehyd, Salicylal- 
dehyd,*) Terpinhydrat, Terpineol, Glykokoll, Asparagin, Tyrosin, 
Leucin, Glukose, Fruktose, Maltose, Chinon, Glutaminsiiure, 
Caffein, Morphin, Anilin, Benzoylphenylhydrazin, Dimethylhydro- 
chinon, Dimethylresorcin, Ameisensiiure, Milchsiure und arsenige 
Siiure (Kaliumsalze). 

') Oppenheimer, Die Fermente, 5. 349, 550 u. 369. 

*) Comptes rendus, Bd. CXXII, 5S. 1182. 

*) Um die Siéuren abzustumpfen, wurde bei Aldehyden CaCO, zu- 


sesetzt. 
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Folgende Substanzen dagegen oxydierten sich merklich 
und zum Teil ziemlich stark: p-Amidophenol, Brenzkatechin, 
tesorcin, Hydrochinon, Pyrogallol, Phloroglucin, Oxyhydrochinon, 
gallussaures Kalium. 

Die Versuche wurden folgenderweise angestellt. 

1. 50 com 1%/2°/oiger Losung des untersuchten Korpers 
25 com Malzauszug. 

2. com 11/2°/oiger Losung des untersuchten Koérpers 
25 com Glycerin (50°). 

3. DO ecm 50°/oigen Glycerins 25 ccm Malzauszug. 

Taglich wurde nur ein Korper untersucht: da aber alle 
Versuche mit demselben Malzauszug und bei anniahernd gleichen 
Bedingungen ausgefiihrt wurden, so sind die Versuche verschie- 
dener Tage bis zu gewissem Grade unter sich vergleichbar, 


Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Ab- Ent- 
wickelte 
Untersuchter Stoff CO, Farbe der Losung 
in eem in ecm 
1 2 
| | i 
p-Amidophenol 35.4 29), 2.0 — — —] dunkelbraun, Nied. do. 
Brenzkatechin 6.8 1809 —  dunkelrot hellrot 
Resorcm .. «| 3,5) L,9/1,0 | — fast unveriindert 
Hydrochinon . . .} 4,2, 2,0/1,af — |—|— rosa —unverandert 
Pyrogallol 15.6 2,7|2,5 2.6 — —] dunkelbraun gelb 
Phloroglucin 4A 0,411,4 unverandert 
Oxyhydrochinon 48,717,013 5,9|—|— dunkelbraun rot 
Gallussaures Kalium |62.0 28.2 18 32.05,6 — > braun 
Gallussaiure 2 1,6 1,4, — unverindert 


Ks folgt aus den oben angefiihrten negativen Versuchen 


und aus dieser Tabelle, dai} nur Kérper von ganz bestimmtem 
Charakter und Konstitution durch die Malzoxydase oxydiert 
werden. Sie alle sind autoxydabel, d. h. mehr oder weniger 
leicht an der Luft oxydierbar, und diese Autoxydation wird 
durch die Malzoxydase nur beschleunigt: diese Beschleunigung 
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ist verschieden stark, je nach der Konstitution der Stoffe. Sie 
gehoren fast alle zu den Polyphenolen: p-Amidophenol oxydiert 
sich leichter als Hydrochinon, so dab die Amidgruppe die Oxydier- 
barkeit der Benzolderivate erhoht: im Gegensatz dazu erniedrigt 
die Methylgruppe dieselbe, was aus dem Beispiel des Orcins 
folgt. Je mehr Hydroxyle vorhanden sind, desto energischer 
werden die Phenole oxydiert. Gallusséure wird am stiirksten 
oxydiert, aber nur in Gestalt von Salz, freie Siure wird nicht 
oxydiert. Aus den Stellungisomeren werden, wie es scheint, 
am stiirksten Orthoverbindungen oxydiert, dann die Para-, am 
schwiichsten die Meta-. Bertrand fand ftir die Laccase etwas 
abweichende Anordnung: para, ortho, meta. Es mul allerdings 
bemerkt werden, daf die Malzoxydase bei einiger Ahnlichkeit 
der Laccase auch wesentlich abweichende Eigenschaften besitzt. 
Die von mir erhaltenen Oxydationseffekte sind viel schwiacher 
als die von Bertrand beobachteten, besonders bei Hydrochinon; 
dies kann allerdings durch einen geringeren Gehalt an Enzym 
erkliirt werden, obgleich wir gleichzeitig mit einer schwachen 
Qxydation des Hydrochinons eine starke Oxydation des Pyro- 
gallols, dann des Brenzkatechins beobachteten. Viel wichtiger 
ist die Empfindlichkeit der Malzoxydase gegen saure Keaktion: 
Gallussiure wird von derselben gar nicht oxydiert, von der 
Laccase dagegen sehr energisch. Wir werden weiter den Unter- 
<ched im Verhalten gegen Mangansalze’ sehen. 

Es mufi bemerkt werden, dafi der Ersatz des Wasserstoffs 
der Hydroxyle durch Methylgruppen die Oxydierbarkeit aufhebt 
(Dimethylhydrochinon, Dimethylresorcin). Charakteristisch ist 
auch das negative Verhalten gegen Tyrosin — die Malzoxydase 
ist also von der Tyrosinase Bertrands!') verschieden. Gegen 
Gruajacol verhalt sich dieselbe auch indifferent, nach dem Zusatz 
von H,O, tritt, wie wir oben gesehen haben, eine Oxydation ein. 

Die Produkte der Oxydation bediirfen noch der Erforschung. 
Was z. B. Pyrogallol betrifft, so beobachtete ich niemals cha- 
rakteristische rote Kristalle von Purpurogallin; fiihrt man aber 
die Reaktion in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd aus, so 
<cheidet sich sofort Purpurogallin ab. Es ist mdglich, daB in 


') Comptes rendus Bd. CXXII, S. 1215; Bd. CXXIH, S. 463. 
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beiden Filllen die Reaktion nach verschiedenen Richtungen 
verlautt. 


4. EKinfluB der Temperatur. 


Wir haben oben gesehen, dafi 10 bis 15 Minuten Er- 
wirmung bei 100° geniigen, um gewisse qualitative Farb- 
reaktionen zu vernichten. Es ist aber viel schwieriger, die 
oxydativen Kigenschaften der Ausziige zum Verschwinden zu 
bringen. Vielleicht erkliirt sich diese Stabilitiit der Oxydase 
damit, dali ich mit konzentrierten GlycerinlOsungen arbeitete: 
bekanntlich erhOht die Abwesenheit von Wasser die Stabilitiit 
der Enzyme. 

Gleiche Quantitiiten des Malzauszuges wurden erwarmt: 
1. 30 Minuten im siedenden Wasserbad. 2. 1 Stunde im Wasser- 
bad. 3. 30 Minuten im Autoklaven bei 112 Atmosphire. Nach 
dem Erkalten wurde das verdampfte Wasser ersetzt und die 
abgeschiedenen Niederschliige abfiltriert. Zum Kontrollversuch 
wurde der unveriinderte Malzauszug genommen. Je 25 ccm Aus- 
zugs wurden zu 50 com 14/2° oiger Pyrogalloll6sung in 50°; oigem 
Glycerin!) zugesetzt. 


Kontroll- 


1 2 | 3 
| | versuch 
Absorbierter ineem. . | 104 1030 | 6.6 | 33.3 
Entwickelte CO, . . . . | 2.0 1,8 — 9,9 
Farbe der Fliissigkeit . . hellbraun_ hellbraun gelb  dunkelbraun 


Wir sehen, daB erhOhte Temperatur die oxydative Wirkung 
bedeutend vermindert, aber auch !/2stiindiges Erhitzen be! 
Atmosphiire dieselbe nicht vollkommen vernichtet. 

Wird Griinmalz einer hoheren Temperatur ausgesetzt, so 
tritt auch bedeutende Abschwiichung des Enzyms_ ein (siehe 
weiter unten). 

Ks soll bei weiteren Versuchen untersucht werden, ob 


') Alle unten beschriebenen Versuche wurden mit Pyrogallol aus- 
gefuhrt. 
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wir hier nicht mit verschiedenartigen Substanzen zu tun haben, 
von welchen einige, welche einfacherer Natur sind, hohen Tem- 
peraturen widerstehen und auch die Autoxydation beschleunigen. 


5. EinflubB der Siituren und Alkalien. 


Setzt man bei der Malzextraktion O,1°/o von Schwefelsiiure 
hinzu, so bekommt man Ausziige, die nach der Neutralisation 
der Saure keine qualitativen Reaktionen geben. Nimmt man 
statt Schwefelsaure Soda, so bleiben die Farbreaktionen er- 
halten. Man konnte vermuten, dab die Malzoxydase besonders 
gegen Sduren empflindlich ist. Dies wird durch quantitative 
Versuche bestatigt; bei kurzer Siureeinwirkung wird die Oxy- 
dase nicht vernichtet, sondern nur gebunden, denn nach der 
Neutralisation erlangt die oxydasische Wirkung ihre urspriing- 
liche Stirke. 

1. 50 com Malzauszugs wurden mit cem ®/10-H,SO, 
versetzt und nach 380 Minuten mit NaOH neutralisiert. 

2. 50 ccm Malzauszugs wurden mit entsprechender Menge 
Na,SO, versetzt. 

Je 25 ccm dieser Ausziige wurden mit 50 com 14/2°/oiger 
Pyrogalloll6sung vermischt. 


| 1 2 

AbsorbierterO. . 30.5 | 30,8 
Entwickelte CO, . .. 9.8 | 9,1 


Die ®/260-Schwefelsiure zerstért also die Oxydase nicht. 

1. Malzauszug in ®/26-NaCl. 

2. Malzauszug 1 Stunde mit "/1041-HCl behandelt. 

o. Malzauszug 1 Stunde mit "/s2-HCl behandelt. 

4. Malzauszug 1 Stunde mit ®/26s-HCl behandelt. 

In 2 und 3 bildet sich nach dem Siiurezusatz eine Triibung, 
die nach der Neutralisation verschwindet: in 4 entsteht dagegen 
die Triibung erst nach der Neutralisation; sie wurde abfiltriert. 
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2 

| | 
AbsorbierterO. B70 36,8 34,7 
Entwickelte CO, ...... 12.6 12,2 12,0 11,1 


Wir sehen, dab die Zerstérung der Oxydase allmahlich ein- 
tritt und erst bei "/26-HCl merklich wird. LaBt man aber die Saure 
nicht neutralisiert, so ist die Wirkung der Oxydase paralysiert. 

1. Der Malzauszug wurde 2 Stunden mit "/s4-HCl be- 
handelt, der gebildete Niederschlag abfiltriert. 

2. Salzsiture war !/11 normal: es bildete sich kein Nieder- 
schlag. 

3. Salzsiure war !51 normal: nach 2 Stunden wurde der 
Niederschlag abfiltriert und die Siiure neutralisiert. 

4. WKontroliversuch mit dem urspriinglichen Malzauszug. 


| 

| 3 | 4 

| | | | 
AbsorbierterO. | 21 269 | 
Entwickelte — | — | 80 10.6 

| 
Farbe der Fliissigkeit. | hellgelb | hellgelb | dunkelbraun | dunkelbraun 


Priift man die Enzymlosung 2 mit Guajaktinktur und H,O, 
vor der Neutralisation der Saure, so bekommt man keine Farbung, 
nach der Neutralisation tritt eine blaue Fiirbung ein, die etwas 
schwiicher ist als sonst. 

In ihnlicher Weise wurde die Wirkung der Alkalien 
untersucht. 

1. Der Malzauszug wurde 1'/2 Stunden mit ®/s1-NaOH 
behandelt, dann neutralisiert. 

2. Kontrollversuch. 


— 


AbsorbierterO... 7.4 
Entwickelte CO, .... 
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Die ™/s1-Natronlauge ist also ohne Wirkung auf die Malz- 
oxydase: qualitative Reaktionen werden auch nach 24stiindiger 
Behandlung des Auszuges mit ®/51-NaOQH beobachtet. 

1. 50 com Pyrogallolldsung in -+ 25 eem 
Malzauszuges (die Konzentration von NaOH also ™ 1000). 

2. Statt des Auszuges wurden 25 cem 50° oigen Glycerins 
zugesetzt. 

3. Pyrogalloll6sung ohne NaOH +- 25 cem Auszuges. 

4. 50 cem 50°/oigen Glycerins in °°°/n-NaOH +- 25 cem 
Auszuges. 


| 1 | 2 | 3 | 4 Summa von 
| | | 2,3 u. 4 
Absorbierter O. 26.9 4,2 | 169 32 28.0 
| 


| 
| 


Man sieht, dali die 1000-Natronlauge keine wesentliche 
Wirkung auf die Oxydase ausiibt. Ahnliche Resultate wurden 
mit konzentrierterer Lauge erhalten. 

1. Pyrogalloll6sung in ®/400-KOH mit Malzauszug (die 
schliebliche Konzentration der Kalilauge ™/60o). 

2. Statt des Auszuges wurde 50°/oiges Glycerin zugesetzt. 

3. Pyrogallolldsung ohne KOH mit dem Malzauszug. 

4. Statt der Pyrogalloll6sung wurde 50°/oiges Glycerin 
in ®/400-KOH mit dem Malzauszug genommen. 


Summa 


| 


| | | | von 2,3 und 4 
Absorbierter O 38,1 | 12,7 23.9 3,1 39,7 
Entwickelte CO, 12.7. | 32 64 — 86 


Wir sehen hier, ebenso wie bei NaOH, einen merklichen 
Unterschied in bezug auf den Kohlensiiuregehalt; vielleicht geht 
die Oxydation in Gegenwart von Lauge etwas anders, die Sauer- 
stoffabsorption bleibt jedenfalls die urspriingliche. Weiter mit 
der Konzentration der Lauge hinaufzugehen, schien nicht ratsam, 
weil schon bei unseren Konzentrationen eine merkliche Oxy- 
dation des Pyrogallols allein stattfindet. 
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Man konnte vermuten, daf} bei der Extraktion des Malzes 
mit schwachen Alkalien mehr Oxydase in die Losung tibergeht, 
wie dies z. B. bei den Katalasen der Fall ist. Diese Vermutung 
wurde jedoch durch Versuche nicht bestitigt. 

4 Portionen lufttrockenen Malzes wurden 24 Stunden 
extrahiert mit 100 cem: 1. Chloroformwasser, 2. ®/100-Kali- 
lauge, 3. "s0-Kalilauge und 4. "/25-Kalilauge. Die Ausziige 
wurden nach der Filtration neutralisiert, mit gleichem Volumen 
wasserfreien Glycerins versetzt, mit Luft in gewOhnlicher Weise 
behandelt und wieder filtriert. 25 cem jeden Auszugs wurden 
mit 50 cem Pyrogalloll6sung vermischt. 


| 2 3 4 
| 
Absorbierter 24,2 | 19,1 | 21.8 | 22,6 
Entwickelte GO, 38 32 | | 6.2 


Alkalische Extraktionsmittel ziehen also eher weniger 
Oxydase aus. Aus allen oben angefiihrten Versuchen folgt, dal 
die Malzoxydase am besten in neutralem Medium funktioniert. 
Unsere Ausziige sind freilich immer sauer wegen der Anwesen- 
heit von Phosphaten, aber dies bedeutet keinesfalls, dal die 
Oxydase auch in Samenzellen bei saurer Reaktion funktionieren 
soll. In dieser Hinsicht sind die Versuche von Boidin und 
Moussin') interessant: sie zeigen, dai die Getreidesamen eher 
alkalisch als sauer sind. 


6. EinfluB auf die Reaktion fremder Substanzen. 


Die Malzoxydase wird von der Knochenkohle, wenigstens 
bei gewohnlicher Temperatur, nur teilweise absorbiert. 

Der Malzauszug wurde 15 Minuten mit Knochenkohle be- 
handelt und dann mittels Kieselgur abfiltriert. Vom Filtrate 
wurden 385 ccm 30 Minuten in kochendem Wasserbade gleich- 
zeitig mit 35 cem urspriinglichen Auszuges erwiirmt; das ver- 
damptte Wasser wurde ersetzt und die Niederschliage abfiltriert. 


') Bull. de Assoc. de chimistes de distill., Oktober 1904. 
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Je 25 cem des so behandelten Auszuges wurden mit 50 cem 
Pyrogalloll6sung vermischt. 

1. Der Auszug ohne Knochenkohle und unerwarmt; 2. der 
Auszug erwiirmt; 3. der Auszug mit Knochenkohle behandelt, 
unerwirmt: 4. der Auszug ebenso behandelt und erwiirmt. 


4 
| | | 
| | | 
Absorbierter O 27,2 11,1 18.0 8,7 
Entwickelte CQ, . 9.0 1.8 | 5,0 2.8 


HgCl, vernichtet die Oxydase vollstandig: dieselbe wird 
wahrscheinlich mit dem nach HgCl,-Zusatz sich bildenden 
Niederschlag mitgerissen. 

1. Kontrollversuch (ohne HgCl,); 2. Gehalt an HgCl, etwa 
O.13°/o: 3. 50°%oiges Glycerin mit Auszug und HgCl,; 4. Pyro- 
gallollosung mit HgCl, ohne Auszug. 


| | 
| 1 2 | 3 | 4 
| | 
| | | | 
Absorbierter . 22,2 | 2.0 
Entwickelte CO, . 7.8 | | — 


| 
Gerbsiure schligt die Malzoxydase auch nieder; das ist 
wahrscheinlich die Ursache, warum sie vom Malzauszug nicht 
oxydiert wird (siehe 5. 335). 
Alkohol bei nicht zu grofer Konzentration wirkt auf die 
Reaktion giinmstig ein. 
Es wurden folgende Versuche angestellt: 1. in 50°/oigem 
Glycerin wie gewOhnlich; 2. in 20°/oigem Alkohol und 3. in 
40° oigem Alkohol. 


1 2 | 3 
AbsorbierterO . . | 20,9 35.6 | 14.9 
EntwickelteCO,. . 5,6 12.2 | 28 


Man sieht, dafi in 20°/oigem Alkohol die Reaktion viel 


= 
| 
: 
| 
| 


_ 


W. Issajew, 


energischer verlauft als in Glycerin, es bildet sich ein reich- 
licher Niederschlag: aber schon 40°/oiger Alkohol schwiicht die 
Oxydase bedeutend ab. 

Ich versuchte das Glycerin bei der Malzextraktion durch 
Alkohol verschiedener Konzentration oder durch Wasser zu 
ersetzen. 

3 Portionen des Malzes zu je 50 ¢ wurden extrahiert: 
1. mit 200 com 50° oigen Glycerins; 2. mit 200 cem 20°/oigen 
Alkohols: 3. mit 200 ccm Chloroformwasser. Nach 48 Stunden 
wurden die Ausziige abfiltriert und versetzt: 1. mit gleichem 
Volumen von 50°/oigem Glycerin: 2. von wasserfreiem Glycerin 
und 3. von 20°/oigem Alkohol. Die Ausziige wurden neutralisiert 
und mit Luft behandelt. Die Versuche wurden in gewohnlicher 
Weise angestellt. Mit dem Auszuge 3 wurde noch ein Versuch 4 
ausgefiihrt: mit Pyrogallol, nicht in Glycerin, sondern in 20°/oigem 
Alkohol gelost. 


| 


| 1 | 2 | 3 | 4 
| | | | 
Absorbierter . 27,8 32,5 | 23.2 45.1 
Entwickelte CO, 79 | 5,6 15.5 


In den Flaschen 2 und 4 bildete sich ein ziemlich reich- 
licher Niederschlag. Am besten wirkt alkoholischer 
Auszug, besonders in alkoholischer Losung. 4 Malzportionen 
zu je d0g wurden extrahiert: 1. mit 150 eem Chloroform- 


wasser, 2. mit 150 cem 50°/oigen Glycerins, 3. mit 150 ccm 
20°/oigen Alkohols und 4. mit 150 cem 50°/oigen Alkohols. 
Nach 48 Stunden wurden die Ausziige abgesaugt, mit gleichen 
Volumina entsprechender Fliissigkeiten versetzt und mit Lutt 


behandelt (ohne vorherige Neutralisation). 


| | 
I | 2 | 3 | 4 
| | 
Absorbierter 12,9 | 5.6 4.4 | 3,2 
Entwickelte CO, . 29 | 0.8 | 0.8 | 
| | 
Farbe .....] braun hellbraun  hellbraun dunkelgelb 


i 
7 
| 
\ 
d 
44 


Uber die Malzoxydase. 345 


Dieselben Ausziige wurden dann neutralisiert. 


1 2 | 3 4 
| 
Absorbierter O 28,6 19,8 | 24.0 ~ 11.8 
Entwickelte CO, . 8.3 AY 54 1.9 
Farbe . . . . heller als heller als 1 braun 


Aus diesen Versuchen folgt, wie wesentlich die Neutra- 
lisation der Ausziige ist; wir sehen weiter, dali auch 50°/oiger 
Alkohol die Oxydase extrahiert. Es mu noch bemerkt werden, 
Pyrogallol Glycerinldsung angewandt wurden. Die 
qualitativen Reaktionen gelangen mit dem Auszuge 4 schwach, 
mit Guajacol zeigte sich sogar keine Reaktion. 

Sehr charakteristisch und unerwartet war die Wirkung 
der Mangansalze (vorliufig habe ich nur Mangansulfat gepriift). 
Man setzt oft, wie bekannt, die oxydativen Eigenschaften der 
Pflanzenextrakte in Abhiingigkeit von deren Gehalt an Mangan- 
salzen. Bertrand!) zeigte durch direkte Versuche, dai Laccase- 
praparate mit geringem Mangangehalt die Polyphenole schwach 
oxydieren, ihre Wirkung aber durch Zusatz minimaler Mengen 
von Mangansulfat bedeutend verstiirkt werden kann. Ich stellte 
Versuche mit zwei verschiedenen Konzentrationen von Mangan- 
sulfat an: einerseits mit sehr geringen, etwa den von Bertrand 
angewandten gleichen, anderseits mit viel stirkeren. Man be- 
kommt aber in beiden Fiillen Resultate, die von den Angaben 
Bertrands abweichen. 

1. 50 Pyrogallolldsung -+- 25 cem Malzauszuges; 
2. 50 ccm Pyrogallollésung -+- 25 cem Malzauszuges, mit Zusatz 
von MnSQ,, soda der Mn-Gehalt 300 mg pro 100 ccm der 
Versuchsfliissigkeit betrug; 3. 50 cem  Pyrogallollésung mit 
MnSO, und 25 cem Glycerins statt des Malzauszuges; 4. 50 ccm 
Glycerins statt der Pyrogalloll6sung mit MnSO, und 25 ccm 
des Malzauszuges. 


‘) Comptes rendus, Bd. CXXIV, 5S. 1032, 1355. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLV. 23 
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1 2 8 4 
Absorbierter O . . 26,7 7,4 4.4 1.5 
Entwickelte CO, ...... 9,9 2.2 0,9 


Die zweite Versuchsreihe wurde mit viel geringerem Ge- 
halt an Mangan, niimlich 4 mg pro 100 ccm Versuchsfliissig- 


keit ausgefihrt. 


1 2 3 4 
Absorbierter O. 27,7 26,5 2,3 3,1 
Entwickelte CO, ...... 8,9 8,8 — 


Aus diesen Versuchreihen folgt, da& schwache Mangan- 
konzentrationen keinen wesentlichen EinfluB auf den Oxydations- 
effekt der Oxydase ausiiben, die stirkeren dieselben bedeutend 
abschwiichen, obgleich Pyrogallol allen von Mangansulfat etwas 
oxydiert wird. Es muf bemerkt werden, dafi im letzten Falle 
(bei viel Mangan) sofort nach dem Salzzusatz sich ein reich- 
licher Niederschlag bildet, die Oxydase wird wahrscheinlich 
mitgerissen. 

Wir sehen hier also einen wesentlichen Unterschied 
zwischen Bertrands Laccase und der Malzoxydase. Diese 
Frage beabsichtige ich niaher zu studieren. 


7. Verhalten der Oxydase bei der Keimung. 


Ich habe schon erwiéhnt, auch Rohgerste Oxydase 
enthialt: es war von Interesse, zu untersuchen, wie sich die 
Oxydase wiihrend der Keimung verhilt. Um midglichst ver- 
gleichbare Resultate zu erhalten, wurde in folgender Weise 
verfahren. Es wurden 900 g sortierte Gerste fiir neun Proben 
genommen, die erste Portion, d. h. 100 g, wurde unmittelbar 
zerkleinert und der Extraktion mit 400 ccm 50°/oigen Glycerins 
unterworfen, die iibrige Gerste wurde eingeweicht. Nach drei 
Tagen wurde !'s der eingeweichten Gerste (158 g) im Morse 
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zerkleinert und der Extraktion mit 400 cem 50°/oigen Glycerins 
unterworfen: nach weiteren zwei Tagen wurde !'/7 der schon 
«gespitzten» Gerste zerkleinert usw., d. h. es wurde immer 
eine den urspriinglichen 100 g Gerste entsprechende Portion 
des Malzes fiir den Versuch entnommen. Von den letzten 
zwei Malzportionen wurde die eine an der Luft bei gewohn- 


, 


licher Temperatur getrocknet (Luftmalz), die zweite erst 24 
Stunden bei gewoOhnlicher Temperatur vorgetrocknet, dann 4 
Stunden bei 90—100° getrocknet (Darrmalz). Die Extraktion 
jeder Malzportion dauerte 48 Stunden und deren weitere Be- 
handlung und Versuchsanordnung waren die iiblichen. 

Es wurden somit neun Ausziige erhalten: 1 aus Rohgerste, 
2 aus geweichter Gerste, 3, 4, 5, 6 und 7 aus zwei-, vier-, | zy 
sechs-, acht- und zehntigigem Malz, 8 aus Luftmalz und 9 
aus Darrmalz. Tiglich wurden immer zwei Ausziige verglichen: ') 
man untersuchte die Autoxydation der Ausziige selbst und deren 
Verhalten gegen Pyrogallol, d. h. an einem Tage wurden z. B. 
die Ausziige 1 und 2 untersucht, am folgenden Tage die Aus- 
ziige 2 und 3, dann die Ausziige 5 und 4 usw., so dah man 
schlieBlich aus der ganzen Kette der Beobachtungen ein Ge- 
samtbild bekommen konnte. Ich will nicht behaupten, dali die 
von mir gewahlte Methode einwandfrei und die einzig modgliche 
ist, sie erlaubt jedenfalls allgemeine Schliisse zu ziehen. Die 
Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. Was die 
Selbstoxydation der Ausziige selbst betrifft, so ist sie gering und 
betriigt pro 25 cem Auszugs etwa 1 bis 2,5 cem absorbierten 
Sauerstoffs. 

Man sieht aus den Versuchen 1 und 2, dali der Auszug 
2 energischer wirkt als der Auszug 1; aus den Versuchen 2 
und 3, dab der Auszug 3 energischer wirkt als der Auszug 2, 


also auch als der Auszug 1 usw. Die Oxydasewirkung wiichst as 


also im allgemeinen wiihrend der Keimung bis zum achten Tag 
und bleibt dann konstant. Schon das «Schwelken» an der Luft 
schwicht etwas diese Wirkung ab und das Trocknen bei hoher 
Temperatur erniedrigt dieselbe sehr bedeutend. Die Malzoxydase 


‘) Mehr als vier Versuche an einem Tage auszufithren, war nicht 
moglich. 
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ist in diesem allgemeinen Verhalten anderen Malzenzymen, z. B. 
Diastase iihnlich. 


Absorbierter O | 20,6 24,2 | 19,7 
Entwickelte CO,} 6.1 4.6 


Absorbierter O | 31,9 43.2 | 43,2 | 43.2 |] 381 | 32,5 | 31,6 | 7,0 
Entwickelte CO} 103 144 | 1 14.1 13,0 | 9,2 10.6 | 14 


8. Reduzierende Korper. 


Es wurde schon Ofters erwiihnt, daB in der Gerste und 
Malz leicht oxydierbare Substanzen vorhanden sind. Ihre Menge 
ist nicht allzu groB, oder vielmehr sie werden verhiltnismiihig 
langsam durch Luftwirkung oxydiert und es gelingt nicht, sie 
auf diesem Wege vollkommen zu entfernen. Bei der Extraktion 
des Malzes aus verschiedenen Keimungsstadien bestimmte man 
immer die Menge von Sauerstoff, die erstens der vorherigen Be- 
handlung mit Luft und zweitens gleichzeitig mit dem Haupt- 
versuch absorbiert wurde. So z. b. absorbierten 150 ccm des 
Auszuges (aus Rohgerste) bei der ersten Oxydation 4,4 ccm 
Sauerstoff und entwickelten 1,4 ccm Kohlensiéure, bei der zweiten 
absorbierten 25 ecm desselben Auszuges 2 ecm Sauerstoff. 
Diese Zahlen haben allerdings keine quantitative Bedeutung, weil 
bei geringen Gasquantititen die Versuchsfehler sehr grof sind. 
Die Ausziige fiirben sich so bei dieser Oxydation dunkel und 
es bildet sich ein flockiger Niederschlag. 

Ich versuchte diese Substanzen durch Behandlung der 
Gerste oder des Malzes vor der eigentlichen Extraktion mil 
S0°/oigem Alkohol zu entfernen. In der Tat wurden in dieser 
Weise viel hellere Ausziige erhalten, welche sich nach der 
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Oxydation wenig ianderten. Leider schwichte die Einwirkung 
des Alkohols auch die Oxydase. 

Die nahere Natur des «reduzierenden» Korpers ist vorliufig 
unbekannt: es sind weitere Versuche in dieser Richtung geplant. 


9, Oxydation in Gegenwart von H,Q,. 


Man konnte auf Grund der Guajacreaktion, welche nur in 
Anwesenheit von H,O, erhalten wird, vermuten, dal diese 
Reaktion von einem besonderen Enzym, Peroxydase, bewirkt 
wird oder dai die Malzoxydase auber der Oxydation verschiedener 
Substanzen durch Luftsauerstoff auch deren Oxydation durch 
Wasserstoffsuperoxvd beschleunigen kann. Ich stellte in dieser 
Richtung einige qualitative Vorversuche an und gedenke diese 
Frage niither zu untersuchen. 

Die Versuche wurden folgendermaben ausgefiilrt. 

1. 50 com wasseriger LoOsung des untersuchten K6rpers 
wurden mit 40 ccm schwachen [°°!?/n| Wasserstoffsuperoxyds 
und dann mit 5 ccm des Malzauszuges versetzt. 

2. Der Malzauszug wurde vorher im Wasserbad erwiirmt; 

3. Der Malzauszug wurde nicht zugesetzt, um das Ver- 
halten des Korpers zu H,O, allein zu_priifen. 

Die Reaktion wurde in schmalen kleinen Zylindern von 
gleicher Grobe ausgefiihrt. Sie wurde abends angestellt und 
liber Nacht stehen gelassen. 

I. Pyrogollol. 1. Die Fliissigkeit wird nach kurzer Zeit 
rot: es scheiden sich Kristalle von Purpurogallin aus: 2. und 3. 
Die Fliissigkeit farbt sich nur gelblich. 

I]. Hydrochinon. Nach 14 Stunden 1. Die Fliissigkeit 
war kirschrot ohne Niederschlag; 2. hellrosa: 3. gelb. 

Ill. p-Amidophenol. 1. Reichlicher braunvioletter Nieder- 
schlag: 2. geringer Niederschiag, Fliissigkeit dunkel: 3. geringer 
Niederschlag, Fliissigkeit gelb. 

IV. Brenzkatechin. 1. Die Fliissigkeit war dunkelbraun: 
2. die Farbung sehr schwach; 3. farblos. 

Ahnliche Resultate wurden mit Resorcin, Oxyhydrochinon 
und anderen Substanzen erhalten. Bei langerem Stehen bildet 
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sich an der Oberfliiche der Fliissigkeiten ein dunkler Ring, was 
auf die Wirkung der Oxydase hindeutet. Der Fall des Pyro- 
gallols ist unter gewissen Bedingungen besonders charakteristisch : 
an der Oberfliiche bildet sich ein dunkelbrauner Ring, am Boden 
sammelt sich der rote Niederschlag. Dies deutet auf zwei ver- 
schiedene, gleichzeitig verlaufende Reaktionen hin, wobei 
zwei verschiedene Enzyme mitwirken: eine Oxydase und eine 
Peroxydase. 

Man darf wohl aus allen oben angeftihrten Versuchen den 
SchluB ziehen, daf in Gerste wenigstens ein Stoff mit allen 
Kigenschaften eines oxydaseartigen Enzyms vorhanden ist: seine 
Fiihigkeit, die Oxydationen zu beschleunigen, sein Verhalten 
gegen Temperatur und gegen verschiedene Reagentien, seine 
Spezifitit ete., alles dies deutet auf die enzymatische Natur 
dieses Stoffes hin. Seine Rolle bei verschiedenen Prozessen, 
besonders bei der Keimung ist zwelfellos sehr wichtig. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Warschau, den 1. Juni 1905. 
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Ein letztes Wort zu den Permanganatversuchen von 
Kutscher und Seemann. 
Von 


Richard Burian (Neapel). 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Mai 1905.) 


In Band XLIV, Heft 3 und 4 dieser Zeitschrift sucht Herr Kutscher 
meine Einwiinde') gegen die Beweiskraft seiner Permanganatversuche *) 
durch nochmalige Anfithrung der Tatsache zu widerlegen, dal er unter 
den Oxydationsprodukten der Nucleinsiiuren unverandertes Adenin 
und ferner Guanidin gefunden hat. Die nachfolgenden Zeilen werden 
den Unbefangenen davon iiberzeugen, dafs meine Einwiinde durch diese 
Tatsache in keiner Weise beriihrt werden. 

Ist es richtig, die Harnsiure im Saugetierkérper durch Oxy- 
dation von Purinbasen entsteht, so muf, da die Siugetiere weit mehr 
Harnsaéure als Purinbasen ausscheiden, unter den im Organismus 
gegebenen Oxydationsbedingungen die Harnsiiure das _ stabilere, 
weniger leicht oxydable Produkt sein. Zur Priifung dieser an sich un- 
anfechtbaren Schluffolgerung haben Kutscher und Seemann purin- 
basenhaltige Nucleinséiuren mit Calciumpermanganat bei schwach 
alkalischer Reaktion oxydiert und in der Erwartung, dais auch unter 
diesen Umstinden die Harnsiiure sich als das stabilere Produkt erweisen 
werde, die Reaktionsgemische auf Harnsiiure untersucht. Sie machten 
hierbei die keineswegs begriindete Voraussetzung, dafs die Oxydation 
einer Substanz mit Permanganat in schwach alkalischer Lésung eine 
Oxydation «unter Bedingungen, wie sie im Tierkérper gegeben sind»,*) 
darstelle. Diese Voraussetzung ist, wie unten sub III besprochen werden 
wird, wenigstens fiir den vorliegenden Fall sicher unrichtig. Aber selbst 
angenommen, sie trafe zu, so war dech das ganze Verfahren von Kutscher 
und Seemann gar nicht geeignet, zu einer Beantwortung der aufge- 
worfenen Frage zu fiihren. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLHI} S. 494. 

® Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Jahrgang 36, Bd. III, 8. 3023; 
Zentralbl. f. Physiolog., Bd. XVII, S. 715. 

*) Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jahr- 
gang 36, Bd. Ill, 8S. 3024. 
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I. Zunichst war es unzweckmafig, den Versuch mit solchen Nuclein- 
siiuren auszufiihren, die von Purinbasen hauptsichhich Adenin und 
Guanin enthalten. Diese Basen werden im Saugetierkirper, gleichviel, 
ob sie als solche, oder im Verbande des Nucleinsiiuremolekiils in den- 
selben gelangen, bekanntlich zunichst durch ein besonderes Enzym zu 
Hypoxanthin und Xanthin desamidiert.') Die unmittelbaren Vor- 
stufen der Harnsiéure bei der oxydativen Bildung der letzteren im Or- 
ganismus kénnen also stets nur freies Hypoxanthin und Xanthin sein. 
Kutscher und Seemann hiatten deshalb im Sinne ihres Versuchsplanes 
zweckmifig Hypoxanthin oder Xanthin oder doch wenigstens Nuclein- 
siiuren, deren Purinbasen ganz vorwiegend aus Hvypoxanthin und Xanthin 
bestehen, der Permanganatoxydation unterwerfen miissen. 

Il. Diese Oxydation hatte ferner, wie ich in meiner Widerlegung 
auseinandergesetzt habe, eine sehr gemafiigte sein miissen. Um durch 
Oxydation aus einem Ausgangsmaterial A ein bestimmtes Oxydations- 
produkt B zu gewinnen, das selbst oxydabel ist. wenn auch in 
geringerem Mafe als das Ausgangsmaterial A, wird man die 
Oxydation natiirlich niemals zu Ende fithren diirfen, um nicht auch das 
Oxydationsprodukt B vollig zu zerstéren. In unserem konkreten Falle 
wiirde dies heifien: man hiatte die Nucleinsiiuren oder nach I. besser das 
Hypoxanthin resp. Xanthin in der Kalte oder bei Kérpertemperatur 
mit einer unzureichenden Menge Permanganat zu behandeln und 
die Oxydationsfliissigkeiten sodann auf Harnsiure zu priifen: auf solche 
Art kénnte man vielleicht ein Urteil dariiber gewinnen, ob aus dem 
Xanthin durch das Permanganat als nichste Oxydationsstufe Harnsiure 
hervorgeht. Statt dessen lieKen Kutscher und Seemann das Per- 
manganat (bei schwach alkalischer Reaktion) auf die Nucleinséuren in 
der Siedehitze solange einwirken, bis «die Entfairbung des 
Permanganates wiihrend des Siedens erst nach einiger Zeit 
erfolgte»!*) Es ist klar, daf§ man bei einem derartigen Vorgehen auch 
dann keine Harnsiiure finden wird, «wenn bei der Oxydation der Nuclein- 
siuren (resp. des Hypoxanthins oder Xanthins) mit Permanganat inter- 
mediir Harnséure entstehen sollte».°) 


— 


'! Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 3 
Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 251 und Bd. XLII, 8. 2 
Vel. hierzu auch Burian u. Walker Hall, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 
S. 372 u. 382. Das in der Nucleinséiure gebundene Adenin resp. Guanin 
wird zuerst durch ein hydrolysierendes Ferment abgespalten und so- 
dann gleich dem freien Adenin oder Guanin desamidiert: Schitten- 
helm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII. 

*) Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jahr- 
gang 36, Bd. III, S. 3024. 

°) Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 495. 
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Kutscher') weist nun freilich darauf hin, daf er bei seinen Oxy- 
dationsversuchen unverindertes Adenin und ferner Guanidin, das Oxy- 
dationsprodukt des Guanins, erhalten habe, wahrend bei der Oxydation 
intermediar gebildeter Harnséure Harnstoff und Oxalsiure entstehen miiften. 
Er schlieft Ieraus, dafs die in den Nucleinsiuren enthaltenen Purinbasen 
durch das Oxydationsmittel entweder nicht angegriffen oder giinzlich zer- 
st6rt werden, niemals aber, auch nicht intermediir, Harnsiure_ bilden. 
Dem ist jedoch entgegen zu halten: 

1. dafi Kutscher und seine Mitarbeiter bei der Oxydation der 
Nucleinséiuren in allen Fallen neben anderen Produkten auch 
Harnstoff und Oxalsiiure erhalten haben,?) und zwar den Harn- 
stoff in so reicher Ausbeute, dafi er sich keineswegs blof§ auf die Oxy- 
dation des Guanins zu Guanidin und Harnstoff beziehen lief; %) 

2. dafs die von Kutscher und Seemann verwendeten Nuclein- 
siuren an Purinbasen besonders reichlich Adenin und Guanin, d. h. also 
Substanzen enthielten, fiir die es von vornherein ausgeschlossen ist, dafh 
sie durch blofKe Oxydation ohne vorhergehende Desamidierung in Harn- 
siure tbergefiihrt werden kénnen. 

Daf bei den Oxydationsversuchen von Kutscher und Seemann 
das in den Nucleinsauren enthaltene Guanin resp. Adenin, Guanidin 
resp. unverdndertes Adenin geliefert hat, ist in Anbetracht des Verhaltens 
des freien Guanins resp. Adenins gegen Permanganat durchaus selbst- 
verstiindlich. Auf der anderen Seite kénnte sich aber aus dem in den 
Nucleinséiuren gleichfalls, wenn auch spiirlicher vorhandenen Hypo- 
xanthin resp. Xanthin*) sehr wohl durch die Einwirkung des Oxy- 
dationsmittels zunichst Harnséiure gebildet haben, aus welch letzterer 
dann weiterhin ein Teil des gefundenen Harnstoffes und der Oxal- 
siure hervorgegangen wire. 

lil. Daf es sich wirklich so verhalten habe, d. h., dafi bei der 
Oxydation von Hypoxanthin resp. Xanthin mit Permanganat tatsichlich 


', Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 318. 

2} Vel. Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Jahrgang 36, Bd. Il, S. 3025. Zentralbl. f. Physiologie, Bd. XVII, S. 718; 
ferner Kutscher und Schenk, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5S. 310 u. 316. 

3) Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jahr- 
gang 36, Bd. Ill, 8. 3026. 

*) Dafi die nach den gebraiuchlichen Methoden und besonders die 
nach dem Verfahren von Kossel und Neumann dargestellten Nuclein- 
siurepraparate meist Hypoxanthin und Xanthin enthalten, obgleich 
es noch fraglich ist, ob diese Basen im Nucleinsiuremolekiil préiformiert 
sind¢é oder erst waihrend der Priaparation aus dem Adenin und Guanin 
der Nucleinsiuren entstehen, dariiber vgl. meinen Artikel in den «Ergebn. 
d. Physiol.», Jahrg. 3, Bd. I, 5. 81 und 85. 


Richard Burian, Uber Permanganatversuche. 


als niichste Oxydationsstufe Harnséure auftrete, soll hiermit durchaus 
nicht behauptet oder auch nur als wahrscheinlich hingestellt werden. 
Die Oxydation mit Permanganat in schwach alkalischer Lésung entspricht 
in dem vorliegenden Falle eben ganz und gar nicht den «Bedingungen, 
wie sie im Tierkérper gegeben sind». Fiir diesen letzteren ist es durch 
zahlreiche Organextraktversuche, insbesondere durch die von Schitten- 
helm‘) und die von mir?®) ausgefiihrten, mit voller Sicherheit erwiesen, 
daf’ in verschiedenen Organen eine (isolierbare) Oxydase, die Xanthin- 
oxydase, enthalten ist, welche Hypoxanthin und Xanthin, nicht 
aber Harnsiiure zu oxydieren vermag. Die Unfiahigkeit der Xanthin- 
oxydase, auf die einmal gebildete Harnséiure einzuwirken, ergibt sich so- 
wohl aus jenen Experimenten, in denen es gelang, durch Organextrakte, 
resp. durch die Fermentlisung eine vollstindige Uberfiihrung der Purin- 
basen in Harnsiiure zu erzielen,*) wie auch aus dem ganzen quantitativen 
Verhalten der Reaktion.*) Die Wirkungsweise einer solchen spezifischen 
Oxydase, welche zwar die (zyklischen) Amidinbindungen des Hypoxanthins 
resp. Xanthins, aber nicht den Trikarbonkern der Harnsiure anzugreifen 
imstande ist, muff natiirlich giinzlich verschieden sein von der Wirkungs- 
weise des Permanganates, dieses besten Harnséiurezerstérungsmittels! 

Es diirfte deshalb auch nur von untergeordnetem Interesse sein, 
jenen Versuch auszufiihren, der den einzigen gangbaren Weg zur Lisung 
der von Kutscher aufgeworfenen Frage darstellen wiirde: naémlich Hypo- 
xanthin oder Xanthin in der Kalte oder hochstens bei Kérpertemperatur 
mit einer unzureichenden Menge Permanganates zu behandeln und das 
Reaktionsgemisch dann auf Harnsiiure zu priifen. Fiir die Beurteilung 
der physiologischen Verhiltnisse wenigstens ist es, in Anbetracht der 
vélligen Sicherheit, mit der die oxydative Bildung der Harnsiure im 
Siiugetierkérper festgestellt erscheint, ganz gleichgiiltig, wie sich die Purin- 
basen gegen Permanganat verhalten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 251 und Bd. XLII, S. 228. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 497. 

*) Spitzer, Pfliigers Archiv, Bd. LXXVI,S. 197, Vers.6. Schitten- 
helm, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 256, Vers. 1 ete. 

*) Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 514, 522 und 528. 
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Zur Fibrinoglobulinfrage. 
Bemerkungen zu der gleichnamigen Arbeit von W. Huiskamp.') 


Von 


Dr. Wolfgang Heubner (Miinchen). 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1905.) 


In seiner eben erschienenen Arbeit beriihrt W. Huiskamp von 
neuem die Frage, in welchen Beziehungen die drei Kérper Fibrinogen, 
Fibrin und Fibrinoglobulin zu einander stehen, besonders inwieweit sie 
sich beim Vorgang der Gerinnung ineinander umsetzen. Dabei kommt 
er auf Grund seiner Versuchsresultate zu dem Schluf, dafi die Formu- 
lierung Schmiedebergs, wonach aus einem Molekiil Fibrinogen bei 
der Gerinnung durch hydrolytische Spaltung ein Molekiil Fibrin und ein 
Molekiil Fibrinoglobulin entstehen, nicht aufrecht erhalten werden kénne. 
Leider bin ich zur Zeit durch iiufere Umstinde verhindert, die Angaben 
Huiskamps experimentell nachzupriifen, jedoch méchte ich nicht ver- 
siumen, einige Bedenken zu dufern, die sich dem mit dem Gegenstand 
Vertrauten bei der Lektiire dieser Arbeit von vornherein aufdringen. 

Alle Schluffolgerungen Huiskamps gehen von der scheinbar 
selbstverstindlichen Voraussetzung aus, dafs die von ihm dargestellten 
<«Fibrinogenlésungen» wirklich nichts anderes ats Fibrinogen (und even- 
tuell Fibrinoglobulin) enthielten. Leider gibt er keine genaue Schilderung 
von seinem Darstellungsverfahren, es heift nur «nach Hammarsten» und 
«durch dreimalige Fallung mit Kochsalz aus Oxalatplasma». Da nirgends 
etwas von Neutralisation des Plasmas vor der Ausfiallung erwihnt ist, 
mufs ich annehmen, dafs dies unterblieben ist, und damit wiire fiir mich 
ohne weiteres erwiesen, Huiskamps «Fibrinogenlésungen» unreine 
Eiweiflésungen mit etwas Fibrinogengehalt waren. Ich habe zu der 
Zeit, als ich mich mit der Frage beschiiftigte,*) zwei Monate lang in 
«Fibrinogenlésungen nach Hammarsten» die griéften Unregelmiifig- 
keiten, zumal in bezug auf die bei Erwirmen auf 58° ausfallende Eiweif- 
menge gefunden, ohne es mir erklaéren zu kénnen, bis ich endlich 
entdeckte, daf$ meine Lésungen stets einen ziemlichen Prozentsatz 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 182. 
*) Die Spaltung des Fibrinogens bei der Fibringerinnung. — Arch. 
f. experim. Pathol. und Pharmakal. Bd. XLIX, S. 229. 
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Paraglobulin enthalten hatten, und dafi die Hammarstenschen Vor- 
schriften nur bei Anwendung neutralen Plasmas zu reinen 
Fibrinogenlésungen fiihren. Ich habe diese Tatsache in der er- 
wiihnten Arbeit genauer besprochen und bewiesen. Inzwischen hat Herr 
Dr. Morawitz bei seinen Arbeiten iiber Fibrinferment im_ physiologisch- 
chemischen Institut in Strafburg') meine Behauptung als richtig be- 
funden und mir die Notwendigkeit, auf diese Fehlerquelle zu achten, 
miindlich bestiitigt. 

Demnach hat Huiskamp den Beweis fiir die Reinheit seiner 
FibrinogenlOsungen («Reinheit» auch im Hammarstenschen Sinne) 
nirgends erbracht; der bloke Nachweis der Koagulationstemperatur und 
der Fihigkeit der Gerinnung mit Ferment geniigt nicht, da Blutplasma 
und beliebig herzustellende Gemische die gleichen Erscheinungen zeigen. 
wenn sie nur etwas Fibrinogen enthalten. 

Alles bisher Gesagte gilt ebenso fiir die «Fibrinogenfallungen, 
Huiskamps mit Fluornatrium. Auch hier bleibt der Beweis zu er- 
bringen, daf§ wirklich der ganze Niederschlag aus Fibrinogen  bestand. 
ja hier umsomehr, als ja die angewandten Fluornatriumlésungen alkalisch 
reagierten. 

man in Lésungen, die eventuell mehrere Eiweifkérper  ent- 
halten, keine quantitativen Trennungen durch Hitzekoagulation yor- 
nehmen kann, da immer der eine den anderen mitreift, braucht nicht 
besonders ausgefithrt zu werden; dazu kommt noch ein weiterer Umstand, 
der Huiskamps Trennungen des Fibrinogens vom Fibrinoglobulin durch 
Erhitzen auf 58° in fragliche Beleuchtung stellt. Seine Lésungen ent- 
hielten stets neben etwa 0,5°/o EiweifK§ 3—5°/o Salz. Solche Salzmengen 
kénnen aber den Koagulationsgrad fir die einzelnen Eiweifkérper bereits 
wesentlich modifizieren, besonders aber auch ihr gegenseitiges Verhalten, 
Mitausfallen usw. Auch hier hatte erst ein besonderer Beweis_ erbraclit 
werden miissen, sich solche salzreichen Fibrinogenlésungen in 
diesem Punkte genau so verhalten wie salzarme. 

Ich sehe mich also nicht imstande, die Schluffolgerungen 
Huiskamps als berechtigt anzuerkennen, und kann seine noch anfecht- 
baren Versuche vorliufig nicht als Einwand gegen die von mir verteidigte 
Formel Schmiedebergs fir den Vorgang bei der Fibringerinnung 
gelten lassen. 

‘) Zur Kenntnis der Vorstufen des Fibrinferments. — Hofmeisters 
Beitr., Bd. IV, 1904, S. 381. 
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Uber Fiitterungsversuche mit Monoaminosduren bei Cystinurie. 


Von 
Charles E. Simon, M.D., Baltimore, Md. U.S. A. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. Charles E. Simon.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1905.) 


Vor kurzem berichteten Loewy und Neuberg iiber 
Fiitterungsversuche mit verschiedenen Aminosiauren bei Cystin- 
urie.!) Die Autoren gelangten zu der Ansicht, dah es sich bei 
diesem Zustand um eine Stérung des Aminosiiurestoffwechsels 
in weit bedeutenderem Stile handle, als bisher angenommen 
wurde. Sie geben an, dai nach Einfiihrung von 6 g Tyrosin 
ca. 5 g und von 5 g Asparaginséure ca. 3—4 g im Harne 
wiedergefunden wurden. Sie betonen, dai die Wahl der ge- 
nannten Aminoséuren lediglich in Riicksicht auf analytische 
Verhaltnisse erfolgte, und sprechen die Vermutung aus, dah 
jede andere Aminosiure der a-Reihe ganz das gleiche Verhalten 
zeigen wurde. 

betreffs der Diaminosiiuren kamen. Loewy und Neuberg 
ferner zu dem Ergebnis, daB, nach Verfiitterung von Lysin, Cada- 
verin und nach Darreichung von Arginin Putrescin im Harne 
erscheint. Sie hatten also in dieser Richtung die Ansicht 
experimentell begriindet, welche ich schon vor mehreren Jahren 
ausgesprochen habe und die wohl auch allgemein als akzeptiert 
gelten konnte. 

Loewy und Neuberg bemerken, dab, obgleich ihre Ver- 
suche bisher nur an einem Cystinuriker ausgefiihrt worden sind, 
kein Grund zur Annahme vorliegt, daf sich andere Fille wesentlich 
abweichend verhalten. 

Da mir vor kurzem ein Fall von Cystinurie zur Verfiigung 
stand, schien es mir von Interesse, niiher auf die obigen Ver- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 338. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 24 
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suche einzugehen. Leider wurde ich jedoch durch diufbere Um- 
stinde verhindert, weitgehendere Untersuchungen anzustellen. 
Ich konnte jedoch konstatieren, daf die Mutmabungen Loewys 
und Neubergs, daf sich alle Cystinuriker dem ihrigen gleich 
verhalten ‘wiirden, nicht zutreffen méchten. Nach Einfiihrung 
von 4—5 g Tyrosin war ich wenigstens nicht imstande, die 
Substanz im Harne der nachsten 36 Stunden nachzuweisen. 

Wie in Loewy und Neubergs Versuchsperson, so wurden 
in diesem Individuum gleichfalls Diamine vermift; doch méchte 
ich bemerken, dai diese nicht nur in den 3 Fallen von Bau- 
mann-Udranszky und Brieger-Stadthagen nachgewiesen 
worden sind. Meine eigenen Beobachtungen in dieser Richtung 
sind den Autoren anscheinbar entgangen. ') 


') Amer. Journ. med. sc., vol. CXIX, p. 39; ibid., vol. CXXIII, p. 838; 
Johns Hopkins Hosp. Bull., vol. XV, p. 365. 
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Uber den Nachweis von Fruchtzucker in menschlichen 
Korpersdaften. 


Von 


Dr. Rudolf Ofner. 


(Aus dem chem, Laboratorium der k. k. deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1905.) 


Neuberg und Straus!) haben zum Zwecke des Nach- 
weises von Fruchtzucker in menschlichen Korpersiiften eine 
Methode ausgearbeitet, welche auf dem von Neuberg?) auf- 
gestellten Satze, dafi ausschlieBlich nur Ketosen, nicht aber 
Aldosen imstande sind, mit sekundiren asymmetrischen Hydra- 
zinen Osazone zu bilden, begriindet ist. Dieser Satz stimmt 
jedoch, wie meine Untersuchungen gezeigt haben,%) mit den 
Tatsachen durchaus nicht tiberein. Ich habe einerseits den 
Beweis erbracht, daB reines Benzylphenylhydrazin weder mit 
Fruktose noch mit Glukose ein kristallisiertes Osazon zu bilden 
vermag,*) anderseits ist es mir auch gelungen, das Methyl- 
phenylosazon der Glukose aus Methylphenylhydrazin und 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 233 (1902). 

®) Berl. Ber., Bd. XXXV, 5S. 959 u. 2626 (1902). 

8) Monatsh. f. Chemie, Bd. XXV, S. 1153 (1904). 

*) Das von Neuberg (lI. c.) irrtiimlich als Benzylphenylosazon 
der Fruktose beschriebene Produkt ist, wie ich zeigen konnte (Monats- 
hefte fiir Chemie, Bd. XXV, S. 1153), de facto ein gemischtes Phenyl- 
Benzylphenylosazon, das sich auch aus der Glukose unter den gleichen 
Verhaltnissen bildet, wenn man niamlich kaufliches Benzylphenyl- 
hydrazin in Anwendung bringt, das nach meinen Untersuchungen (Monats- 
hefte f. Chemie, Bd. XXV, 5. 592) neben einer betriachtlichen Menge 
Benzylidenbenzylphenylhydrazon stets mehr oder weniger Phenylhydrazin 
enthalt. 

24* 
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Glukose darzustellen,!) sodafh auch diesem Reagens, welches 
die Hauptstiitze des von Neuberg aufgestellten Satzes bildet, 
die ihm zugeschriebene Bedeutung abgeht. Zuniichst hatte es 
sich mir nur darum gehandelt, die Tatsache festzustellen, daB 
sich das mit dem Methylphenylfruktosazon identische Produkt 
auch aus der Glukose darstellen laBt, weshalb ich bei dieser 
Beweisfiihrung die Bedingungen der fiir die Fruktose geltenden 
Vorschrift Neubergs nicht eingehalten habe. Gleichzeitig 
konnte ich feststellen, da{B reine Fruktose unter den gleichen 
Umstiinden in viel kiirzerer Zeit und in bedeutend besserer 
Ausbeute das Osazon zu bilden vermag als reine Glukose und 
dali daher die Ausscheidung der Osazonkristalle fiir die Gegen- 
wart von Fruktose unbedingt beweisend ist, wenn sie sich 
innerhalb von héchstens 5 Stunden bei Zimmertemperatur 
vollzogen hat. Doch ist diese Zeitdauer der freiwilligen Ab- 
scheidung nur bei reinen Fruktoselésungen zu erreichen. Gleiche 
oder gréBere Mengen Glukose neben Fruktose verzogern die 
freiwillige Ausscheidung des Fruktosazons oft sehr bedeutend. 

Nun ist nach der Vorschrift von Neuberg und Strauf?) 
die Lésung, welche auf Fruktose untersucht werden soll, nach 
Zusatz der entsprechenden Mengen Methylphenylhydrazin und 
Essigsiiure bei einer Temperatur bis zu 40° durch 
24 Stunden zu erwirmen. Hierbei resultiert in der Regel 
ein Ol, aus dem sie auf eine nicht gerade einfache Weise das 
Qsazon isolieren. Diese Methode erweist sich aber fiir den 
Nachweis der Fruktose vollsténdig unbrauchbar: denn unter 
diesen Verhiiltnissen und mitunter in noch viel kiirzerer Zeit 
geben, wie die nachstehenden Versuche lehren, auch Glukose- 
losungen stets das Osazon, wofern die Konzentrationsverhilt- 
nisse giinstig sind. Auf letzere wird in der Vorschrift von 
Neuberg und StrauB8 keine Riicksicht genommen und gerade 
von der Konzentration hangt es bei diesem Verfahren ab, ob 
das Osazon nach der 24stiindigen Reaktionsdauer in Glukose- 
lésungen bereits gebildet oder etwa schon zersetzt ist. Doch 
auch aus Fruktoselésungen laft sich bei ungiinstig gewahlter 
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Konzentration nach 24stiindiger Reaktionsdauer infolge einge- 
tretener Zersetzung kein Osazon isolieren. Wenn nun Neuberg 
und Strauf} unter den von ihnen angegebenen Bedingungen 
aus Glukoselésungen kein Osazon zu erhalten vermochten, so 
lag dies jedenfalls an der zufallig ungiinstig getroffenen Kon- 
zentration der Losungen. 

Das von diesen Forschern angewendete Verfahren zum 
Nachweise des Fruchtzuckers in menschlichen Korpersiften 
sei hier in seinen wesentlichen Ziigen wiedergegeben: Die von 
den Eiweibstoffen und Salzen zum grobten Teile befreite alkoho- 
lische LoOsung wird auf ein kleines Volumen ungefiihr 
380 ccm verdampft — es wird hierbei, wie schon oben er- 
wiihnt wurde, von einer Riicksichtnahme auf die Konzentra- 
tion der Zuckerlosung nichts gesprochen — und mit der ent- 
sprechenden Menge Methylphenylhydrazin versetzt, einige Stunden 
stehen gelassen und notigenfalls filtriert. Hierauf erfolgt der 
Zusatz der entsprechenden Menge 50°/oiger Essigsiure und 
von soviel Alkohol, dai eine klare Losung entsteht. Diese 
wird nun 24 Stunden lang im Brutschranke auf 40° (an einem 
andern Orte!) heift es bis héchstens 40°) erwiarmt. Bei 
groBerer Menge Fruchtzucker scheidet sich das Osazon direkt 
kristallinisch, eventuell nach Zusatz von etwas Wasser, ab. 
Bei geringerer Menge erhélt man das Osazon auf Wasser- 
zusatz zuniichst als Ol, das bei Gfterem Reiben eventuell 
nach Impfung fest wird. Um schneller zum Ziele zu ge- 
langen, wird das freiwillig oder durch Wasserzusatz ausge- 
schiedene Olige Methylphenylosazon durch Abgieben von der 
Mutterlauge getrennt und nochmals durch Dekantieren mit 
kaltem Wasser gewaschen, hierauf im Vacuum iiber’ kon- 
zentrierter Schwefelsiiure getrocknet, das resultierende Harz 
in absolutem Alkohol gelést und in eine Kaltemischung von 
fester Kohlensiiure und Ather gestellt. Das ausgeschiedene 
Osazon wird aus stark verdiinntem Pyridin umkristallisiert. 

Diese Vorschrift habe ich in einer ganzen Reihe von Ver- 
suchen bei Glukoselésungen vollstindig eingehalten und hierbei 
in den meisten Fiillen betriichtliche Mengen von Osazon zu iso- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 4616. 


> 
‘ 
: 
- 
¢ 
ef 


362 Rudolf Ofner, 


lieren vermocht. In den Fiillen, in denen ich nicht kristallinisches 
Qsazon, sondern Olige Produkte erhielt, habe ich letztere zum 
Zwecke der Isolierung des Osazons zum Teile nach Vorschrift 
behandelt, im allgemeinen es jedoch vorgezogen, das durch Reiben 
festgemachte Produkt blof mit Ather zu digerieren und das Osazon 
auf diese einfachere Weise zu isolieren. Das so gewonnene Pro- 
dukt wurde durch Umkristallisieren in kristallinische Form tiber- 
gefiihrt. Untersucht wurden Lésungen reiner Glukose (Tabelle A), 
neben denen hiiufig gleichzeitig Parallelversuche mit reiner 
Fruktose angestellt wurden (Tabelle B), ferner Gemische von 
Glukose und Fruktose, normaler Harn, dem in dem einen Falle 
Glukose, in dem andern Fruktose zugesetzt wurde, schlieSlich 
Diabetesharn, der frei von Fruktose gewesen ist. 

Die Versuche, welche mit L6sungen reiner Glukose 
(Tabelle A) und reiner Fruktose (Tabelle B) angestellt wurden, 
sind der leichtern Ubersicht halber in den nachstehenden Ta- 
bellen zusammengefabt, wobei jedesmal besonders auf die Kon- 
zentration des in Wasser gelésten Zuckers Riicksicht genommen 
wird. Das relative Verhaltnis des Zuckers zu dem angewendeten 
Methylphenylhydrazin und der 50°/oigen Essigsaure bleibt bei 
allen Versuchen dasselbe. AnschlieBend an die Tabelle erfolgt 
die Anfiihrung der Beobachtungen, die sich an die einzelnen 
Versuche gekniipft haben. 


Zu Tabelle A. Lésungen reiner Glukose. 


I. Nach Ablauf von 24 Stunden war etwas Ol ausge- 
schieden. Die triibe Fliissigkeit wurde vom Ole abgegossen, 
mit Wasser versetzt, stark gerieben und geimpft. Nach kurzer 
Zeit resultierte das Osazon in Form von rotgelben Nadeln. Die 
Kristalle wurden nach 2 Stunden abgesaugt. Aus dem Ole 
selbst wurde durch Digerieren mit Ather ebenfalls etwas Osazon 
isohiert. 

Die Versuche II und IJI wurden in der gleichen Weise 
wie | behandelt und lieferten ebenfalls beim Reiben kristalli- 
nisches Osazon, der unter III in der Tabelle angefiihrte 2. Ver- 
such sogar ohne Impfung. 
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Tabelle A (Glukoselésungen). 


Versuchs- Zucker Wasser Konzentration |ajkohoy | Aus- 
des pera- | Stunden | peute 
zahl | in g | in lo 
A I | 2 30 | 1:15 5 | 37° | 24 19 
HT | 2 40 | 1:20 5 | 37° 24 20 
(| 1,5 30 | 1:20 5 | 37° 24 27 
| 35 | 1:17%5 | 5 | 37 24 12 
2 | 30 | 1:45 5 | 37 weitere Sti 
vale of 2 | 35 | 1:175 | 5 | 38°! 40 17 
| 40 1:20 5 38° 40 19 
v | 36] 30] 1:88 | 5 | 40° 24 
VI | 36 | 30 8,3 5  |37-38° 24 > 15 
36 | 30 | 1: 83 «40° 18 » 
3,6 | 30 8,3 5 40° | 15 » 9 
VII 36 | 20 | 1:55 |10 | 40° 24 0 
IX | 36 | 20 | 1: 55 |10 | 30° 24 17 
18| 5 | 1:28 | 5 | 30° 24 6,5 
18 5 1: 28 | 12 | 30° | 24 4.6 
Tabelle B (Fruktoselésungen). 
BI 36 | 20 | 1:55 | 5 | 300 24 
18 | 30 | 1:167 |12 | 30° 24 23 
18 | 5 | 1:28 | 5(42) 30° 24 0 
IV 1,8 | 30 1:16,7 | 7 40° 24 50 
V 36 | 8 1: 22 | 8 | 40° 24 0 


IV. Dieser Versuch ist deshalb erwahnenswert, weil sich 
hier das Osazon ohne weitere Behandlung freiwillig kristalli- 
nisch ausgeschieden hatte, doch war in diesem Falle die 
Reaktionsdauer von 24 Stunden iiberschritten. 


i 
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In den nachfolgenden Fallen gestaltete sich die Ausbeute 
bereits ungiinstiger, auch konnte das Osazon nicht schon 
durch blofes Reiben kristallinisch erhalten werden; der Grund 
liegt in der Konzentration, die in allen diesen Versuchen be- 
—— stiirker war als in den oben angefiihrten. 

_ Schon nach 16 Stunden war dunkles Ol eneueciiain. 
ann erst nach Verlauf von 24 Stunden wurde dasselbe ge- 
waschen, getrocknet, das resultierende Harz nach Vorschrift in 
absolutem Alkohol gelOst und in ein Kiiltegemisch von fester 
Kohlensiiure und Ather gestellt. Hierbei schied sich nur. ein 
Teil des Osazons aus, wiihrend der grébere aus der Mutterlauge 
durch Verdunsten des Alkohols und nachheriges Digerieren mit 
Ather isoliert wurde. Aus verdiinntem Pyridin umkristallisiert, 
resultierten gelbbraune Nadeln vom Schmelzpunkte 148 °. 

VI. In diesem Versuche wurde die vom Ole abgegossene 
Mutterlauge mit dem Waschwasser des Oles vereinigt und 
lieferte nach Ofterm Reiben kristallinisches Osazon. Das 
Ol selbst wurde nach dem Waschen getrocknet und mit Ather 
digeriert und ergab den tibrigen Teil des Osazons, 

VII. Hier wurde aus dem Ole schon nach 18stiindiger, 
bezw. Ldstiindiger Reaktionsdauer das Osazon erhalten. 

VII. Bei einer Temperatur von 40° wurde bei diesem 
Versuche kein Osazon erhalten. Das oie Reaktionsgemisch 
lieferte jedoch bei 30° (Versuch IX) 17°/o Osazon. Das 0! 
multe durch Wasserzusatz zur gebracht werden. 

X. bei noch starkerer Konzentration resultierte bei einer 
Temperatur von 30° immer noch etwas Osazon. 

Die oben angefiihrten Versuche lassen erkennen, dab fiir 
die Darstellung des Methylphenylosazons aus der Glukose_ bei 
einer Reaktionsdauer von 24 Stunden eine Temperatur von 
ungefiihr 37° sowie eine Konzentration, bei welcher auf 1 Teil 
Glukose 20 Teile Wasser entfallen, die besten Resultate erzielt 
wurden. Die angewendete Alkoholmenge war in allen diesen 
Fiillen eine geringe. Bei starker Konzentration und einer Tem- 
peratur von 40° resultiert gewOhnlich ein stark zersetztes Oliges 
Produkt, aus welchem sehr wenig oder gar kein Osazon zu 
gewinnen ist. 
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Zu Tabelle B. Lésungen mit reiner Fruktose. 


I. Bei 30° war schon nach 1 Stunde eine starke Triibung 
eingetreten, nach 15 Stunden war die Ausscheidung des Osazons 
bereits beendet. 

II. In diesem Versuche war die Ausbeute bedeutend ge- 
geringer ; ein Parallelversuch mit einer Glukose ergab nur iiuBerst 
wenig Osazon. 

Ill. Infolge starker Konzentration selbst bei 30° kein 
Osazon, wiihrend Glukose unter den gleichen Verhiiltnissen eine 
Ausbeute von 6,5°/o bezw. 4,6 ergeben hat. 

IV. Die Ausscheidung des kristallinischen Osazons war 
schon nach 7 Stunden beendet, nach 24 Stunden war schon 
teilweise Zersetzung eingetreten. 

V. In dieser ziemlich stark konzentrierten LoOsung war 
das Osazon nach 5 Stunden kristallinisch ausgeschieden. Bei 
weiterer Einwirkung begann es sich jedoch allmahlich zu zer- 
setzen, sodafi nach 24stiindiger Reaktionsdauer nur ein dunkles 
Ol vorhanden war, aus dem sich gar nichts mehr isolieren lieB. 
Das Ol liste sich selbst nach lingerem Reiben vollistindig in 
Ather auf. 

Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, dali die Fruktose 
unter giinstigen Bedingungen nach 24stiindiger Reaktionsdauer 
eine bedeutend bessere Ausbeute liefert als die Glukose, dal 
sie viel schneller reagiert und besonders in stark konzentrierter 
Loésung schon in kurzer Zeit Osazon bildet, welches jedoch in 
diesem Falle nach 24stiindiger Einwirkung vollstiindig zersetzt 
ist. Unter den letzteren Verhiltnissen ist somit bei Beobachtung 
der Vorschrift von Neuberg und Strauf selbst aus Fruktose 
nach 24stiindiger Erwiirmung auf 40° kein Osazon zu erhalten. 


Losungen mit Glukose neben Fruktose. 


I. 1,3 g Glukose und 0,5 g Fruktose wurden in 15 cem 
Wasser gelést und nach Zusatz von 4 g Methylphenylhydrazin, 
4 com 50°/oiger Essigsiiure und 10 cem Alkohol im Brut- 
schranke auf 40° durch 24 Stunden erwiirmt. Das ausge- 
schiedene Ol wurde mit Wasser dekantiert, geimpft, im Vacuum 
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liber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet, in absolutem 
Alkohol gelést und in ein Kaltegemisch von fester Kohlensiure 
und Ather gestellt. Es konnte das Osazon nicht isoliert werden, 

I]. 1,8 g Glukose und 1,8 g Fruktose wurden in 20 cem 
Wasser (1:5,5) gelést, mit den molekularen Mengen Methyl- 
phenylhydrazin und Essigsiiure und mit 13 ccm Alkohol versetzt. 
Aus dem dunklen Ole, welches nach 24stiindiger Reaktions- 
dauer bei 40° erhalten wurde, lieSB sich nicht einmal eine ge- 
ringe Menge Osazon isolieren. 

II. Aus einer Mischung, welche 0,9 g Glukose und 0,9 g 
Fruktose, gelost in 10 ccm Wasser, neben der molekularen 
Menge von Methylphenylhydrazin und 50°/oiger Essigsiiure ent- 
hielt, hat sich bet Zimmertemperatur erst nach 15 Stunden 
kristallisiertes Osazon freiwillig ausgeschieden, wihrend das bei 
Abwesenheit von Glukose aus einer LOsung von 0,9 g Fruktose 
und ebenso aus 1,8 g Fruktose in 10 cem Wasser ausgeschiedene 
Ol bald erstarrte, sodaB die Ausscheidung des kristallisierten 
Osazons schon nach 4 bis 5 Stunden beendet war. 

IV. Ebenso zeigte sich die Verzogerung der freiwilligen 
Osazonabscheidung bei einem Reaktionsgemisch von 1,3 ¢ 
Glukose und 0,5 g Fruktose. Doch lief sich in diesem Falle, 
sowie in dem Versuche III, aus einem Teile der Probe das 
Osazon durch Impfen und Reiben schon nach 5 Stunden isolieren. 


Normaler Harn mit Zucker versetzt. 


I. 200 ecm normalen Harns wurden in frischem Zustande 
mit etwas Essigsiiure angesiiuert, hierauf mit 4 g Glukose 
versetzt und bei niedriger Temperatur im Vacuum zu einem 
diinnen Sirup eingedampft. Dieser wurde mit Alkohol aufge- 
kocht, filtriert, mit Tierkohle behandelt und auf ein Volumen 
von 30 ccm eingeengt. Nach Zusatz von 8,5 g Methylpheny!- 
hydrazin wurde die Lisung durch 5 Stunden bei gewohnlicher 
Temperatur stehen gelassen, filtriert, mit 8.5 ccm 50° /oiger 
Essigsiiure und 20 cem Alkohol versetzt und in den Thermo- 
staten bei einer Temperatur von 30° gestellt. Nach 24 Stunden 
wurde die infolge der etwas groSeren Alkoholmenge klar ge- 
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bliebene Losung mit Wasser versetzt und liingere Zeit gerieben. 
Das resultierende Produkt wurde nach 2 Stunden abfiltriert 
und zweimal mit Ather digeriert. Ausbeute 8°/o. 

Il. Ein ganz gleich ausgefiihrter Versuch mit 4 g Fruk- 
tose ergab nach 24 Stunden ein dunkles Ol, aus welchem nur 
16°/o der theoretischen Menge an Osazon isoliert werden konnten. 


Diabetesharn. 


I. Dieser Harn ergab bei der Polarisation einen Gehalt 
von 7,1°/o Traubenzucker; die Titration nach Fehling zeigte 
7,5°/o an reduzierender Substanz, die Polarisation nach er- 
folgter Garung eine ganz schwache Linksdrehung entsprechend 
0,1°/o. Es war daher kein Fruchtzucker vorhanden. 

Von diesem Harn, der sofort nach der Ausscheidung an- 
gesiiuert worden ist, wurden 2 Portionen von je 160 cem im 
Vacuum unter 40° eingedampft und der sauer reagierende diinn- 
fliissige Sirup nach Vorschrift weiter behandelt. Die resultierende 
alkoholische LoOsung von 30 cem Volumen, enthaltend ungefiihr 
12 g Glukose, wurde mit den molekularen Mengen Methyl- 
phenylhydrazon und 50°/oiger Essigsaéurre versetzt und durch 24 
Stunden auf 30° erwirmt. Hierauf wurde das Ol durch Wasser- 
zusatz ausgefallt, durch langeres Reiben festgemacht und mit 
Ather behandelt. Aus der einen Portion erhielt ich ungefiihr 
3g Osazon, die aus dem Ole gewonnen wurden, und auferdem 
0,7 g Osazon, das sich aus der vom Ole abgegossenen Mutter- 
lauge nachtraglich ausgeschieden hatte. Im ganzen 14,5°/o der 
Theorie. 

Die andere Portion zeigte die gleichen Verhiltnisse und 
ergab eine gleiche Ausbeute. 

Dagegen erhielt ich aus einer in analoger Weise aus dem 
Harn desselben Patienten gewonnenen alkoholischen Lésung 
von 33 cem, enthaltend 7,6 g Glukose, bei 40° ein dunkles 
Ql, aus dem nur eine Spur Osazon zu isolieren war. Fiir die 
Temperatur von 40° war eben selbst diese Konzentration noch 
viel zu groB. 

I]. Ein andrer Harn, der bei der Polarisation 6,1°/o Glu- 
kose zeigte, bei der Titration 6,6°/o reduzierender Substanz 
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ergab und nach erfolgter Garung im Sinne von 0,2°/o links 
drehte, wurde der Vorschrift entsprechend behandelt und lieferte 
schlieflich eine ungefiihr 4,5 g Glukose enthaltende alkoholische 
Losung von 53 ccm, welche nach Zusatz der molekularen Menge 
Methylphenylhydrazin und Essigsaéure auf 40° erwarmt, schon 
nach 16 Stunden ein Ol ergab, aus dem 0,9 g = 10°/o der 
theoretischen Menge an Osazon gewonnen wurden. 

Ill. Eine zweite Probe dieses Harns mit 3 g Glukose in 
35 cem einer wenig alkoholischen Losung gab nach 24 Stunden 
bei 37° ungefiihr 0,72 g = 10°/o Osazon. Auch hier schied 
sich aus der vom Ole abgegossenen Fliissigkeit nach einiger 
Zeit kristallinisches Osazon aus, ohne dah geimpft worden wiire. 


Analoge Versuche mit Ascites- oder Pleurafliissigkeiten 
konnten aus Mangel an Material nicht durchgefiihrt werden, 
doch reichen bereits die ohigen Versuche vollsténdig hin, um 
die Unbrauchbarkeit des Neuberg-Straufschen Verfahrens 
in seiner gegenwirtigen Form zu demonstrieren. 

Es mu deshalb dahin gestellt bleiben, ob in den von 
Neuberg und Strauf untersuchten Korpersiiften tatsachlich 
Fruktose enthalten war. Beweisend fiir die Gegenwart von 
Fruchtzucker ist die Abscheidung des Osazons nur dann, wenn 
sie bei Zimmertemperatur in hOchstens 5 Stunden erfolgt, doch 
ist die freiwillige Abscheidung in dieser Zeit, wie schon oben 
erwahnt wurde, nur unter besonders giinstigen Verhiltnissen 
zu erzielen. Jedenfalls mub, sobald Fruktose vorhanden ist, 
die Osazonbildung innerhalb dieser Zeit vor sich gegangen sein, 
wenn auch infolge ungiinstiger Umstiinde die freiwillige Aus- 
scheidung nicht erfolgt ist. In diesen Fiillen ist es daher not- 
wendig, das Osazon durch Impfen und Reiben eventuell nach 
vorhergegangenem Wasserzusatz zu isolieren. Weit ungiinstigere 
Fiille als Gemische reiner Fruktose und Glukose sind die mensch- 
lichen Korpersiifte. Wird die diesbeziigliche Untersuchung er- 
geben, dal} in diesen Produkten, sobald sie mit Fruktose ver- 
setzt sind, das Osazon nach dstiindiger Reaktionsdauer 
bei Zimmertemperatur sich in verhiltnismabig einfacher 
Weise stets isolieren laBt, so wird die Bildung des von Neuberg 
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zuerst dargestellten Methylphenylfruktosazons tatsiichlich zum 
Nachweise der Fruktose dienen kinnen. Es bleibt daher vor- 
laufig die Seliwanoffsche Reaktion noch die beste Methode 
zum Nachweise des Fruchtzuckers, doch ist dieselbe genau 
unter den von mir angegebenen Bedingungen') (Zusatz von 
etwas Resorcin und soviel konzentrierter Salzsiiure, dal die 
Losung 12°/o HCl enthiélt, und hdchstens 20 Sekunden langes 
Erhitzen) auszuftihren, wobei es sich empfehlen diirfte, den 
erhaltenen Farbstoff nach Rosin?) spektralanalytisch zu unter- 


suchen. 


1) Monatshefte fiir Chem., Bd. XXV, S. 611. 
Rosin, H., Bd. XXXVIII, S. 555. 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren. 


VII. Mitteilung. 
Uber die Milznucleinsaure. 


Von 
P. A. Levene. 


(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1905.) 


Bei der Analyse verschiedener Nucleinsiiuren, soweit sie 
bis jetzt beschrieben sind, richtete der Verfasser seine Auf- 
merksamkeit auf das Studium der Komponenten ihrer Molekiile.') 
Eine quantitative Schitzung der Bestandteile konnte deshalb 
nicht vorgenommen werden, weil von den beiden Darstellungs- 
methoden der Saéuren, die eine die Substanz nicht hin- 
reichender Menge lieferte, die andere aber ein Produkt, das 
nicht vollig frei von Verunreinigungen war. 

Im Verlaufe dieser Untersuchungen wurde nun die Be- 
obachtung gemacht, Nucleinsiiuren in groBem Uberschul 
von konzentrierter Essigsiiure léslich sind, und aus solchen 
Losungen frei von den gewodhnlichen Verunreinigungen durch 
Kupferchlorid oder Salzsiure gefallt werden. Die ‘Ausbeute war 
auberdem ganz zufriedenstellend und so wurde es moglich, 
die Frage der quantitativen Bestimmung der basischen Kom- 
ponenten der Sauren in Angriff zu nehmen. In dieser Publi- 
kation sollen die Resultate der Analyse von Milznucleinsaure 
mitgeteilt werden. 

Die Darstellung der Siiure war folgende: 

Die zerkleinerten Driisen wurden ungefiihr 2 Stunden in 
einer 5°/oigen Kochsalzlésung gekocht, worauf 7°/o des Gewichtes 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8.541; Bd. XXXI, S. 402; Bd. XXXVI, 
S. 402; Bd. XXXIX, S. 4; Bd. XXXIX, S. 479. 
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der frischen Driise an Natriumacetat hinzugefiigt wurde und 
die Mischung abkiihlte. Darauf erfolgte Zusatz von Natronlauge 
und die so behandelten Driisen wurden iiber Nacht stehen ge- 
lassen. Wie in friiheren Mitteilungen beschrieben, wurden nun 
die Eiweifikérper der Driise mit Pikrin- und Essigsiure entfernt, 
und im Filtrat die Nucleinsiure mit Alkohol gefillt. Nachdem 
die Alkoholfallung mit Natronlauge wieder aufgelést war, wurde 
ein groBer Uberschu8 von Eisessig hinzugefiigt und abgesaugt. 
Hierauf erfolgte Fillung der Nucleinsiiure mit 20°/oiger Kupfer- 
chloridlésung, dann Waschen und Trocknen in gewodhnlicher 
Weise. 

Die Analyse der auf diese Weise erhaltenen Substanz 
gab folgende Werte: 

Priiparat I: 0,3584 g Substanz wurden fiir eine Stickstoff bestimmung 
nach Kjeldahl verwandt. Sie erforderten zur Neutralisation 38,8 ccm 
Schwefelsiiure (1 ccm = 0,001418 g N); N = 15,35°%o. 

0.2010 g Substanz enthielten 0,0524 g Asche = 26,07°/o. 
01905 >»  gaben —0,0560 » Mg,P,0,; P = 8,02. 

Praparat Il: 0,1378 g Substanz wurden zu einer Stickstoff bestimmung 
nach Kjeldahl verwendet. Sie erforderten zur Neutralisation 13 cem 
Schwefelsiure (1 com = 0,00162 g N); N = 15,30°%o. 

0,1265 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,1632 g CO, und 
0,0525 g H,O; C = 35,10°%/o; H = 4,61°o. 

0,1180 g Substanz gaben 0,0310 g Asche = 26,26°%o. 


0,1670 » > » beim Schmelzen 0,0494 g Mg,P,0,; 
P = 8,27%o. 
O,1178 » > » bei der Verbrennung 0.1502 g CO, und 


0,0480 g H,0; C = 34.78%; H = 4.53%. 
Wenn man das Kupfer in Rechnung zieht, war die Zu- 
sammensetzung der Siure: 


Priparat I Priparat II Alteres Priiparat 
37,78°o 36,400 
H 0 510°%/o 
N 16,62%o 16,51 Jo 17,300 
P 8,99 Jo 8,91 %o 
(Basen — 7,7 7,35 °/o 11,56 /o) 


Somit differierte die elementare Zusammensetzung der 
Sdure nur wenig von derjenigen, die in meiner friiheren Mit- 
teilung angegeben war. Die Verschiedenheit erklirt sich wohl 
aus der Anwendung von Ammoniak bei der friiheren Dar- 
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stellung; denn die Erfahrung hat ergeben, dafi es beinahe un- 
moglich ist, aus der Nucleinsiure irgend ein Mineralsalz vollig 
zu entfernen, das im Laufe der Darstellung angewandt wurde. 

Zur hydrolytischen Spaltang wurde das Kupfersalz ver- 
wendéet. Zur Beurteilung des Purinbasengehaltes wurde die 
Siiure das eine Mal in einer 2°/oigen, das andre Mal in einer 
5°/oigen Schwefelsdéurelésung drei Stunden lang im Autoklaven 
erhitzt. Da Steudel?) in seiner Mitteilung tiber den Abbau der 
Thymusnucleinsiiure das Vorhandensein von vier Purinbasen 
im Molekiil angibt, bemiihte ich mich, besonders Xanthin und 
Hypoxanthin unter den Spaltungsprodukten der Milznucleinsiure 
aufzufinden, was aber nicht gelang. 

Die Kinzelheiten der Analyse lasse ich folgen. 

64 ¢ lufttrockenes Kupfersalz, enthaltend 45 g Saure, 
wurden im Autoklaven bei 125—-150° C. mit 400 ccm 2°/oiger 
Schwefelsiiure zersetzt; darauf wurde filtriert, das Filtrat mit 
Ammoniak neutralisiert und auf ein sehr kleines Volumen ein- 
gedampft. Die dabei entstehende Ausscheidung wurde abfiltriert 
und enthielt Guanin, sowie etwas Adenin und Phosphorsiure. 
Sie wurde in verdiinnter Schwefelsiure gelést, die Schwefel- 
und Phosphorsiiture durch iiberschiissiges Baryumhydrat und 
dieses wieder durch Schwefelsiure entfernt. Das Filtrat vom 
Baryumsulfat wurde jetzt eingedampft und mit ammoniakalischer 
Chlorsilberldsung behandelt. Die Zersetzung des so gebildeten 
Niederschlages wurde durch Salzsiure bewirkt, worauf das 
Filtrat vom Chlorsilber mit Ammoniak neutralisiert und auf 
ein kleines Volumen eingedampft wurde. Nachdem das so aus- 
geschiedene Guanin abfiltriert war, wurde das Filtrat zu dem 
des ersten rohen Guaninniederschlages hinzugefiigt und mit am- 
moniakalischer Chlorsilberlésung versetzt, worauf ich den ent- 
standenen gelatindsen Niederschlag mit Salzsiure zersetzte. 
Das Filtrat vom Chlorsilber wurde nun mit Ammoniak neu- 
tralisiert und eingedampft, die vom Guanin abfiltrierte Losung 


in der Hitze mit Pikrinsaéure behandelt, und das Adeninpikrat | 
abfiltriert. Aus dem Filtrat wurde die Pikrinséiure mit Schwefel- 


siiure und Ather entfernt und dann wurden die iibrigbleibenden 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 165 und Bd. XLII, S$. 402. 
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Purinbasen mit ammoniakalischer Chlorsilberlésung gefillt; doch 
bestand dieser Silberniederschlag nur aus Guanin und Adenin. 
Somit konnte weder Xanthin noch Hypoxanthin in nennens- 
werter Menge gefunden werden. 

Die Ausbeute an Adeninpikrat betrug 4,5 g. 

Das Guanin ging durch ein Mibgeschick verloren. In 
einem zweiten Versuch wurden 40 g lufttrockenes Kupfersalz, 
enthaltend 31 g freie Nucleinsiiure im Autoklaven bei 125—160° C, 
mit 175 cem 5° /oiger Schwefelsiure gespalten. Die Trennung 
der Basen erfolgte in der gleichen Weise wie vorher und die 
Ausbeute an Guanin betrug 0,505 g, an Adeninpikrat 2,8 g. 

Die Analyse der Pyrimidinbasen erfolgte so, wie es 
in der vierten Mitteilung beschrieben ist. 

30 g lufttrockenes Kupfersalz, enthaltend 21 g freie Saure, 
wurden verwandt. 

Die Ausbeute betrug: Thymin 12 ¢ 

Cytosinpikrat 4,5 » 
Das Uracil wurde nicht gewogen, da die Ausbeute im allge- 
meinen sehr gering ist. 
Berechnet auf 100 g 


Adeninpikrat 8,27 g 
Guanin 1,62 > 
Thymin 5,71 » 
Cytosinpikrat 21,43 » 


In einer friiheren Mitteilung ist gezeigt worden, dah die 
Beschaffenheit der Mehrzah! der Nucleinséurekomponenten wohl 
hbekannt ist, man aber iiber die Art ihrer Verkniipfung im 
Molekiil der Saéure bisher wenig weif. Neuerdings versuchten 
Schmiedeberg!) und seine Schiiler zu zeigen, dab die Nuclein- 
siiure aus einer Grundsubstanz bestehe, die sie Nucleotinphos- 
phorsiure nennen, und die mit den Purinbasen eine verhilt- 
nismibig lockere Bindung zur Bildung des Nucleinsiiuremolekiils 
eingeht. Vorher schon hatten Kossel und Neumann?) ein 
purinfreies Derivat der Nucleinséure erhalten, welches sie als 
Thyminsiure bezeichneten. Die Zusammensetzung dieser Thymin- 


1) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LXIII, 5. 57, 1900. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 77. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 25 
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siiure ist sehr wenig weiter untersucht worden und die hypo- 
thetische Nucleotinphosphorsiiure konnte bisber nicht in reiner 
Form erhalten werden. Doch teilen alle Autoren die Ansicht, 
dali auf dem Wege der Spaltung in einfache kristallinische 
Komponenten, intermediir Produkte verschiedener Zusammen- 
setzung gebildet werden, und das Studium solcher intermediirer 
Produkte scheint von grofer Bedeutung fiir die Erweiterung 
unserer Kenntnisse betreffs der Bindungsart der einfachen Kom- 
ponenten im Molekiil der Nucleinsiiure. 

In einer friiheren Mitteilung berichtete der Verfasser, ') 
dafi es bei der Spaltung mit 2°/oiger Schwefelsiiure gelingt, 
eine in Wasser und sehr verdiinnten Siéiuren unldsliche Substanz 
zu erhalten. Diese Substanz enthielt Stickstoff, Phosphor, nur 
Spuren von Purin- und Pyrimidinbasen, Spuren von Furfurol 
gebender Substanz und nachweisbare Mengen eines Korpers, 
der bei weiterer Spaltung mit Mineralsiiuren Lavulinsiiure liefert. 
Ob die andern Komponenten aus dem Molekiil in freiem Zu- 
stande oder miteinander vereinigt abgespalten waren, wurde 
nicht konstatiert. Im Laufe dieser Untersuchung sollte nun auch 
der Versuch gemacht werden, auBer diesem schon beschriebenen 
Produkt noch andere komplexe Molekiile unter den durch Mineral- 
siiuren gebildeten Spaltungsprodukten der Nucleinsi&ure  aul- 
zulinden. Dies geschah folgendermafen: 

Nucleinsiiure wurde mit Hilfe von verdiinnten Sauren 
in eine losliche und eine unlodsliche Fraktion gespalten. — In 
einem Teil der lOslichen Fraktion (1) wurde eine Bestimmung 
der Pyrimidinbasen vorgenommen, ein anderer Teil (JI) wurde 
eingedampft und mit einer 25°/oigen Losung von Schwefelsiure 
weitergehend gespalten, worauf in dem Reaktionsprodukt eben- 
falls die Menge der Pyrimidinbasen festgestellt wurde. Wenn 
komplexe Molekiile in der Lésung I vorhanden waren, so hatte 
bei dem zweiten Versuch (in Fraktion II) die Ausbeute an 
Pyrimidinbasen gréfer sein miissen. Die Produkte der zweiten 
Spaltung der léslichen Fraktion wurden dann verglichen mit 
denen des unlodslichen Restes. 


') American Journal of Physiology, Bd. XII, 5. 213, 1904. 
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Die Verteilung der verschiedenen Kérpergruppen war die 
folgende : 


Purinbasen. 


Im wesentlichen wurden alle Purinbasen aus dem Molekiil 
durch Erhitzen der Substanz mit 2°/oiger Schwefelsiiure auf 
150° entfernt und dies stimmt iiberein mit der Tatsache, dab 
bei der weiteren Behandlung mit 5°/oiger Séure die Ausbeute 
im wesentlichen unverandert bleibt. Die unlésliche Fraktion 
enthalt nur Spuren dieser Basen. 


Pyrimidinbasen. 


Versuch I. 40 g lufttrockene Substanz, enthaltend 5,29°/o 
Phosphor, wurden im Autoklaven mit 100 cem 25°;oiger Schwefel- 
siiure vier Stunden auf 150—175° C. erhitzt. Unter den hydro- 
lytischen Produkten fand sich Thymin und Cytosin in folgender 
Ausbeute : 

Thymin 1,2 g 
Cytosinpikrat 3,1 

Versuch Il. 40¢ der gleichen Substanz wurden in 250 cem 
5°/oiger Schwefelséure im Autoklaven bei 125—150° C. vier 
Stunden lang erhitzt. Unter den Produkten der Hydrolyse 
wurden die Pyrimidinbasen nach der Methode von Kossel- 
Jones bestimmt und gaben folgende Ausbeute: 

Thymin 0,45 g 
Cytosinpikrat 1,2 

Versuch UI. 40 g derselben Substanz wurden in der 
gleichen Weise wie im letzten Versuch gespalten. Die lésliche 
Fraktion wurde auf 100 ccm eingedampft und soviel konzen- 
trierte Schwefelsiiure hinzugefiigt, ein Siuregehalt von 
25°/o erzielt war. Darauf wurde die Losung vier Stunden im 
Autoklaven erhitzt. Die Ausbeute an Pyrimidinbasen war 

Thymin 1,4 g 
Cytosinpikrat 2,7 » 

Versuch IV. Die bei den Versuchen II und Il durch 
Hydrolyse mit 5°%/oiger Schwefelsiéiure erhaltenen unldslichen 
Riickstiinde wurden vereinigt und mit 25°/oiger Schwefelsiure 


25% 


aw 
: 
3 
an 
vs 
Ar 


376 P. A. Levene, 


gespalten: es ergab sich kein Thymin und nur eine Spur von 
Basen, die ein unlosliches Pikrat bildeten. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daf bei der Hydrolyse 
der Milznucleinsiiture mit 5°/oiger Schwefelsiure die folgenden 
Keaktionen stattfinden: Praktisch werden alle Purinbasen in 
Freiheit gesetzt, desgleichen ein Teil der Pyrimidinbasen, wihrend 
der Rest in Form eines Molekiilkomplexes verloren geht. (Die 
Natur dieser Substanz soll in einer besonderen Mitteilung erortert 
werden.) Es entsteht ein unléslicher Korper, der frei von Purin- 
und Pyrimidinbasen ist. 


Kohlehydrate. 


In einer friiheren Mitteilung war festgestellt worden, dab 
bei der Hydrolyse mit 2°/ciger Schwefelsaéure ein Riickstand 
entsteht, der nicht mehr die Furfurol gebende Substanz enthiit, 
jedoch bei weiterer Spaltung noch Lavulinsaure liefert. Bei der 
vorliegenden Untersuchung sollte nun versucht werden, fest- 
zustellen, wie die Hexose in den verschiedenen Fraktionen 
verteilt ist, die man bei der Hydrolyse der Milznucleinsiure 
mit Hilfe von verdiinnten Mineralsiuren erhalt, zu welchem 
Zwecke folgende Versuche ausgefiihrt wurden: 

Versuch I. 10 g der auch in den friiheren Versuchs- 
reihen angewandten Substanz wurden mit 50 ccm 25°/oiger 
Schwefelsiiture in einem Autoklaven bei 150° C. drei Stunden 
lang erhitzt. Aus den Produkten der Hydrolyse wurde dann 
das Silbersalz der Livulinsiiure auf die gewodhnliche Weise 
erhalten. Ausbeute: 0,7 g. 

Versuch Il. 40 ¢ der gleichen Substanz wurden im 
Autoklaven bei 150° C. vier Stunden lang mit einer 5°/oigen 
Schwefelsiiureldsung hydrolysiert, darauf wurde filtriert und 
der Riickstand mit Wasser ausgewaschen. Nach dem Ein- 
dampfen der vereinigten Filtrate und Waschwisser auf 100 ccm 
wurden 15 ecm konzentrierte Schwefelséure hinzugefiigt und 
die LOsung vier Stunden im Autoklaven bei 150° C. erhitzt. Das 
Silbersalz der Liivulinsiiure, welches in der gewOhnlichen Weise 
gewonnen war, wog 3,4 g. 

Versuch III. 4 g des nach der Spaltung mit 5°/oiger 
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Schwefelsiiure erhaltenen, getrockneten Riickstandes wurden im 
Autoklaven mit 25°/oiger Schwefelsiure gespalten, worauf sich 
nur eine Spur Lavulinséure erhalten lief. 

Versuch IV. 20 g des nach Spaltung mit 2°/oiger 
Schwefelsiéure erhaltenen und getrockneten Riickstandes wurden 
im Autoklaven mit 25°%/oiger Schwefelsiure gespalten und es 
ergaben sich nur ungefiihr 0,450 g Thymin und 0,750 g 
Cytosinpikrat. Die Ausbeute an Silbersalz der Lavulinsiiure 
betrug 0,5 g. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dai bei der Hydrolyse 
mit 5° oiger Schwefelsaure alle Kohlehydrate des Molekiils der 
Nucleinsaure sich in den loslichen Spaltungsprodukten befinden. 
Ob sie in freiem Zustande oder in Form eines Molekiil- 
komplexes vorhanden sind, soll spiiter untersucht werden. Bei 
der Spaltung mit 2°/oiger Schwefelsdéure entsteht eine unlids- 
liche Substanz, in welcher das Verhiiltnis von Kohlehydraten 
zu Pyrimidinbasen grober als in der urspriinglichen Siure ist, 
obgleich die absolute Ausbeute an Liivulinsiiure niedriger ist, 
als die bei der Hydrolyse der Nucleinsiiure erhaltene. 


Melanin. 


bei der Hydrolyse von Nucleinsaéuren mit starken Mineral- 
siuren erhiilt man Substanzen, die wohl als Melanine zu _ be- 
trachten sind. Dieser Substanz haben Schmiedeberg, Osborne 
und Harris ihre Aufmerksamkeit zugewandt.!) Die Substanz 
des ersten Untersuchers enthielt Phosphor, die von Osborne 
und Harris beschriebene war frei davon. Den Ursprung der 
Substanz dachte man sich in der Weise, dab sie durch Kon- 
densation aus den Spaltungsprodukten von Purinbasen und 
Kohlehydraten entstanden sel. 

Im Laufe der gegenwiartigen Untersuchung ergaben sich 
folgende Beobachtungen: 

Versuch I. 40 g der bei der ersten und zweiten Ver- 
suchsreihe verwendeten Substanz wurden mit 5°/oiger Schwefel- 
sdure gespalten. Der losliche Teil wurde nun eingedampft und 
mit 25°/oiger Schwefelsdure weiter erhitzt. (Diese Fraktion 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5S. 83, 1902. 
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enthielt, wie aus der ersten und zweiten Versuchsreihe zu ent- 
nehmen ist, alle Kohlehydrate, sowie die Purin- und Pyrimidin- 
derivate des Nucleinsiuremolekiils.) Die Ausbeute an Melanin 
war in dieser Fraktion sehr unbedeutend. 


, 


Versuch Il. 4 g des getrockneten Rickstandes, der 
bei der Hydrolyse mit 5°/oiger Schwefelséure erhalten war, 
wurde der weiteren Zersetzung und zwar mit 25°/oiger Schwefel- 
siiure unterworfen. Der Erfolg war die Bildung von 1,8 g 
Melanin, frei von Phosphor und unldslich in Alkalien und 
Saduren. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dafS Melanin und sein 
phosphorhaltiger Vorliaiufer entweder aus denjenigen bestand- 
teilen der Nucleinsiiture entstehen, die weder Purinbasen noch 
Kohlehydrate sind, oder aber, dai sie durch Kondensation aus 
den Spaltungsprodukten der Kohlehydrate und Purinbasen ge- 
bildet werden. In letzterem Falle miibte die Kondensation 
einfach beim Erhitzen mit 5°/oiger Schwefelsiure stattfinden. 

Um mehr Klarheit tiber den Prozef der Melaninbildung 
zu bekommen, schien es ratsam, die Zusammensetzung der 


beiden Vorstufen — niimlich des Riickstandes nach Hydrolyse 
mit 2°/oiger Schwefelsiiure und des anderen nach Spaltung 
mit 5°/oiger Schwefelsiiure — mit der des Melanins und der 


der urspriinglichen Nucleinsiiure zu vergleichen. Es wurde also 
die Aufmerksamkeit den Spaltprodukten der beiden Mutter- 
substanzen des Melanins zugewandt. Sie sowohl wie das Melanin 
enthielten Kupfer und somit schien es zweckmibig, die Ver- 
gleiche mit dem Kupfersalz der Nucleinsiiure anzustellen. 


Die Resultate der Analyse waren folgende: 


I. Riickstand nach Hydrolyse mit 2°/oiger Schwefelséure : 

0.2220 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl verwendet; sie erforderten 29,6 ccm Schwefelséiure zur Neu- 
tralisation (1 ecm Siiure = 0,00124 g N); N = 16.53%. 

0.3380 g¢ Substanz wurden zu einer Phosphorbestimmung ver- 
wendet. Sie gaben 0,0224 g Mg,P,0,; P = 1,85°». 

0.2352 g Substanz gaben 0,0682 g Asche = 29° )o. 


0.2396 » > >» bei der Kupferbestimmung 0,0690 g CuO; 
Cu = 21,75°%o. 
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II. Riickstand nach Hydrolyse mit 5° oiger Schwefelsiure: 

0.2683 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl verwendet. Sie erforderten 48,2 ccm der Schwefelsaéure des 
vorigen Versuches. N = 22,29°%o. 

0.2099 Substanz heferten 0,666 g Asche 31,25°/o. 

0.2863 g Substanz wurden zu einer Phosphorbestimmung ver- 
wendet. Die Ausbeute war sehr gering. 

0.1925 g Substanz gaben bei der Kupferbestimmung 0,0640 g CuO ; 
Cu = 19,05%o. 

HI. Melanin: 


0.2730 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 


0.2894 g Substanz lieferten 0,0590 g Asche = 20,39°/o 

0.2200 g Substanz lieferten bei der Phosphorbestimmung keine 
Ausbeute. 

0.2700 g Substanz lieferten bei der Kupferbestimmung 0,0536 g 
Kupferoxyd. Cu = 18,87°o. 

In der folgenden Tabelle sind zum Vergleiche die Analysen- 
resultate der vorherigen Substanzen und die der Nucleinsiiure 
zusammengestellt: daneben findet sich die Zusammensetzung 
einer Substanz, die durch Hydrolyse einer freien Nucleinsiiure 
(nicht des Kupfersalzes) mit 2°/oiger Schwefelsiure entsteht. 
Sie ist in einer friiheren Mitteilung beschrieben. 


Nucleinsiiure Riickstand I Riickstand I Riickstand II Melanin 


(Cu-Salz) (freie Séure) 
N 15,35 °/o 16,53 °/o 8,83 22,29 10,28 °/o 
P 8,10°/o 1.85°/0 862° wenig 
Cu 21,75°/o 19,05 °/o 15,87 °/o 
Asche 26,0°/o 29,0°/s 39,0°/o 31,25 °/o 20,39 °/o 


Somit findet bei der hydrolytischen Bildung der Mutter- 
substanz des Melanins aus der Nucleinsiure zuerst eine Steigerung 
des Stickstoffgehaltes statt. Dem folgt ein Absinken des Stick- 
stoffes im Melanin: auch ist eine allmihliche Abspaltung von 
Phosphor zu verzeichnen. Der Kupfergehalt zeigt eine Erhéhung 
in den Muttersubstanzen des Melanins, weniger im Melanin selbst. 

Um iiber die Natur der Spaltungsprodukte der Vorstufen 
des Melanins niheres zu erfahren, werden folgende Versuche 
angestellt : 


Kjeldahl 22,6 ccm der Schwefelsiure der vorigen Versuche, N == 10,28°/o. 
a 
2 
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20 g trockene Substanz vom Riickstand I wurden mit 
25°/oiger Schwefelséure im Autoklaven bei 150—175° C. ge- 
spalten. In einem Teil des Filtrates wurde die Stickstoffmenge 
bestimmt und der Stickstoff der nichtbasischen Substanzen aus 
dem des Filtrates einer Phosphorwolframsiiurefiillung berechnet. 
Die Bestimmung des Ammoniaks geschah nach einer von 
Dr. Stookey und dem Verfasser!) angegebenen Methode. 

4 g der getrockneten Substanz vom Ruckstand IT wurden 
in der gleichen Weise behandelt. 

Die Verteilung des Stickstoffes ergab sich wie folgt: 


Riickstand I Riickstand II 
Gesamt-N 1,30 g 0.445 ¢ 
Ammoniak-N 13,5°/0 des Gesamten 23,6°/0 des Gesamten 
Basisches N 40),5° 65,8 °/o 
Nichtbasisches 43,5°/o 10,68 


Es wurde schon erwahnt, daf} der Riickstand I bei der 
Hydrolyse Liivulinsiure lieferte, ferner etwas Thymin und eine 
Base, die ein unldsliches Pikrat bildete. 

Bei der Spaltung des Riickstandes II konnte weder Livulin- 
siiture noch Thymin erhalten werden und nur 0,250 g¢ eines 
unloslichen Pikrates. 

Es ist bemerkenswert, dafi bei der Hydrolyse der freien 
Nucleinsiiure (anstatt des Kupfersalzes) mit 2°/oiger Schwefel- 
siiure?) eine Substanz mit 11,33°/o Phosphor erhalten wird, 
wihrend das Kupfersalz unter den gleichen Bedingungen einen 
Korper mit 2,459/o Phosphor und mit 21,75°/o Kupfer liefert. 
Das weist auf die Tatsache hin, daf jene Kondensation schon 
stattgefunden hat. Auch ist es bemerkenswert, dah aus dem 
Melanin das Kupfer weder mit Ammoniak noch mit Salzsaure 
entfernt werden kann, somit also in einer noch stabileren Form 
als in der eines Salzes vorhanden zu sein scheint. 


') Journal of Medical Research, Bd. V (neue Folge), S. 455, 1903. 
?) American Journal of Physiology, Bd. XII, 5. 213, 1904. 
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Zum Verdauungschemismus im tierischen Organismus unter 
physiologischen und pathologischen Verhaltnissen. 
I. Mitteilung. 
Von 


E. S. London. 


(Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des K. Instituts fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1905.) 


Dank den Untersuchungen der letzten Zeit (Pawlowsche 
Schule u. a.) hat die Physiologie der Verdauung bedeutende 
Fortschritte gemacht, so dafb es mir an der Zeit schien, auch 
fiir das Studium der Pathologie der Verdauung die neuen Unter- 
suchungsmethoden in Anwendung zu bringen. Im Sinne dieser 
Aufgabe fiihrte ich in Gemeinschaft mit A. Sokoloff!) meine 
Untersuchungen: «Uber den Einflu{ von Blutentziehungen auf 
die Magenverdauung» aus. Auberdem untersuchte ich noch 
die Magensekretion bei Inanition und Fieber. Die dabei erzielten 
Resultate waren klar und unzweideutig; sie gewahrten mir aber 
nicht volle Befriedigung, weil ich doch nur iiber eine Seite der 
Frage Aufkliérung bekam, d.h. iiber die Saftabsonderung und 
nicht iiber die andere, und zwar tiber den Gang des Verdauungs- 
prozesses selbst. Weil wir aber tiber diesen Prozeb im normalen 
Organismus noch wenig Kenntnisse besitzen, so lag der Wunsch 
nahe, denselben zunichst moglichst klar zu stellen. 

Es muBte natiirlich vor allem fiir eine geeignete Methodik 
gesorgt werden. 

Am zweckmabigsten mufbte sich eine solche Methode er- 
weisen, welche gestattete, beim Versuchstier an beliebiger Etappe 
des Verdauungstraktus die passierenden Massen aufzufangen und 
zu analysieren. Hierzu war ein Tier erforderlich mit an ver- 


') Zentralblatt fiir Physiologie, 1903, Heft 7. 
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schiedenen Stellen des Verdaungskanals derart angelegten Fisteln, 
dali; aus denselben die bis dahin durch Peristaltik befo6rderten 
Massen in voller Menge in ein untergestelltes Gefiif} heraus- 
fallen konnten. Die Analyse der an den verschiedenen Stellen 
successive aufgefangenen Verdauungsgemenge, welche von einer 
bestimmten, dem Tiere dargereichten Nahrung stammen, miissen 
unter solchen Bedingungen tiber den Gang des Verdauungs- 
prozesses Autklirung bringen. 

An jeder einzelnen Stelle des Verdauungstraktus stellt 
das Inhaltsquantum, welches sich genau bestimmen lift, die 
Differenz dar zwischen der eingenommenen Nahrung und dem 
resorbierten Teile der Verdauungsprodukte. Der letztere libt 
sich leicht aus den zwei ersteren berechnen. Wenn uns also 
die Zusammensetzung der eingenommenen Nahrung, des resor- 
bierten Teiles derselben, sowie des noch der Verdauung, Re- 
sorption und Ausscheidung harrenden Restes bekannt ist, so 
erlangen wir die Moéglichkeit, den funktionellen Wert jedes ein- 
zelnen Abschnittes des Verdauungstraktus zu eruieren. 

Bei einem Hunde mit mehreren Fisteln mute es weiter 
moglich sein, durch Analyse des in eine Fistel eingefiihrten 
und aus einer anderen wieder entnommenen Materials die 
funktionellen Werte des betreffenden Abschnittes des Verdauungs- 
kanals noch insbesondere genauer zu bestimmen. 

Wie wichtig es auch wire, an solchen Hunden zu ex- 
perimentieren, so schien es mir doch zweckmiabiger, das Studium 
mit Einfistelhunden anzufangen und zwar mit einem Hunde, 
dem eine Magenfistel (Magenfistelhund) angelegt worden war, 
einem Hunde mit einer Fistel am Beginn des Duodenum gleich 
hinter dem Pylorus (Pylorusfistelhund), einem Hunde mit einer 
Fistel an der Grenze zwischen Duodenum und Jejunum (Duo- 
denumfistelhund), einem mit einer Fistel ungefahr in der Mitte 
des Diinndarms (Jejunumfistelhund) und einem Hunde mit einer 
Fistel dicht vor dem Coecum (Ileumfistelhund). 

An solchen Hunden sind unsere bisherigen Versuche aus- 
gefiihrt und weitere in Aussicht genommen worden. 

Die Resultate der entsprechenden Versuche sollen im Laute 
der Zeit von den an ihnen Beteiligten zur Mitteilung gebracht 
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werden. An dieser Stelle mége es gentigen, die Grundprinzipien 
der Operationstechnik und die allgemeine Versuchsanordnung 
mitzuteilen. 

I. Der Durchmesser der Magenfistelkaniile muf die 
Dicke des Kleinfingers des Experimentators ein wenig tibertreffen, 
um die Exploration des Magens und die Entleerung desselben 
zu ermoglichen. Bei allen Darmfisteln aber mul} eine modglichst 
breite (1,8—2,3 cm) Kaniile angelegt werden. 

Il. Der Rand der Fistelkaniile. Die Breite des Ringes 
am inneren Rande wird bei der Magenfistelkaniile am besten 
gleich 1 em gewahlt werden, bei der Darmfistelkaniile gleich 
0.5 cm. Was den iiuberen Rand der Kaniilen anbetrilft, so 
hat die Breite seines Ringes bei Magen- und Jejunumfisteln 
keine besondere Bedeutung, bei Duodenalfisteln aber mul sie 
moglichst groB (2 em und mehr) sein, um dem Uberwachsen 
der Fistelkantile durch die umliegende Haut vorzubeugen. Bei 
der Ileumfistel man darauf achten, der iiubere Ring 
keinen Druck auf die Genitalia externa (bei Miainnchen) ausiibt. 

Ill. Die Einfiihrungsart der Kaniile. Bei der Magen- 
fistel wird das Rohrchen im Laparotomieschnitte fixiert; bei 
allen iibrigen Fisteln man fiir dasselbe vermittelst eines 
Skalpells eine spezielle Offnung von genau berechneter Dimension 
parallel dem Laparotomieschnitt anlegen. Die Lange der Spezial- 
Offnung fiir die Kaniile muf = (D-Durchmesser der Kaniile) 
betragen. Handelt es sich um eine Jejunum- oder Ileumfistel, 
so erzielt man einen sicheren Erfolg nur in dem Falle, wenn 
man die Kanile durch einen Schnitt im Omentum majus durch- 
zieht, bevor man sie in die fiir sie bestimmte Bauchdecken- 
Offmung einfiihrt. 

IV. Die Befestigung des iuberen Ringes der Ka- 
niile. Bei Magenfistelkaniilen ist der féiuBere Ring schon vor 
der Operation an das Rohr angelétet und bietet angesichts der 
weiten Operationswunde kein Hindernis fiir seine Fixierung. 
Bei den Darmfisteln aber muf der iiuBere Ring erst gleich nach 
der Operation angefiigt werden und zwar bei Duodenalfisteln 
durch einfaches Anliten, bei Jejunum- und Ieumfisteln durch 
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Aufziehen eines starken Gummiringes tiber denselben auf den 
freien Rand des Kaniilenrohres, nachdem die Ringscheibe tiber 
denselben bis an die Bauchwand herangefiihrt worden ist. Hier- 
durch wird erreicht, dai der Gummireif der Ringscheibe bei 
Reaktionsschwellungen ein Nachgeben gestattet. Es kann auch 
in diesem Falle das Anléten des Ringes erst am 7.—10. Tage 
nach der Operation erfolgen. 

Alle erwihnten Operationen fiihren bei geeigneter Technik 
sicher zum Ziele. Die Tiere erholen sich schnell und kénnen 
mehrere Jahre zu Experimenten dienen. 


Die Versuchsanordnung ist folgende. Nachdem die Hunde 
48 Stunden gehungert und einige Zeit (5—10 Min.) mit ge- 
Offneten Fistelkaniilen zwecks Beobachtung der Ausscheidungen 
(ausgenommen der Magenfistelhund, bei dem nach der Unter- 
suchung des Magens die Fistel geschlossen wird) im Gestell 
gestanden haben, bekommen sie alle gleichzeitig eine qualitatiy 
und quantitativ gleiche Nahrung. Unter der Fistel wird ein 
mit Eis oder Schnee gefiilltes Gefai und darin ein Rezipient 
mit einem Stiick Eis, welches nach Bedarf erneuert wird, aufge- 
stellt. Auf diese Weise gelingt es, das erhaltene Gemenge von 
vornherein bei 1--3° C. aufzubewahren und seine weitere 
Verdauung zu verhindern. Der Versuch wird abgeschlossen, 
wenn sich binnen !,2—1 Stunde keine Verdauungsgemenge mehr 
zeigen. 

Handelt es sich um eine Magenfistel, so wird dieselbe 
zur gewiinschten Zeit gedffnet, der aus ihr entleerte Magen- 
inhall aufgenommen und der Rest aus dem Magen mit Wasser 
ausgewaschen. 

Darauf folgt die qualitative und quantitative Analyse der 
dargereichten Nahrung und der aufgefangenen Gemenge. 

Die qualitativen Resultate sind bei einem derart zu- 
sammengesetzten Versuche an einfisteligen Hunden von den 
individuellen Beschaffenheiten der einzelnen Tiere unabhiingig. 
Was aber die quantitativen Verhiltnisse betrifft, so missen 
diese beim Versuche an mehrfisteligem Hunde noch an Ce- 
nauigkeit: gewinnen. 
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Die aufgenommenen Massen enthalten selbstverstiindlich 
auber dem Verdauungsobjekt auch noch verschiedene Ver- 
dauungssdfte, wie Speichel, Galle, Magen-, Pankreas- und Darm- 
saft. Einerseits erschweren diese natiirlich gewissermafben die 
Analyse, andererseits aber gewiihren sie bei unseren Studien 
iiber die Verdauungsprozesse gleichzeitig einen Einblick in die 
Absonderungsverhiltnisse dieser Siifte. 

Wir sind uns bewubt, dafi bei unserer Versuchsanordnung, 
welche einzelne Abschnitte des Verdauungskanals von der Ver- 
dauungsarbeit wiihrend des Versuches ausschlieft, auch ein 
Teil der vorauszusetzenden Wechselwirkung dieser Arbeit auf 
die vorhergehenden Abschnitte fortfallen muB: wir hoffen aber, 
auch tiber diese Frage durch geeignete Versuchsanordnungen 
mit der Zeit Aufschlufi zu erlangen. 


1h 
| 
4 
§ 
: 
| 
4 


Uber die Verbreitung von Glukothionsaure in tierischen Organen. 
Von 


John A. Mandel und P. A. Levene.. 


(Aus dem chemischen Universitatslaboratorium und dem Bellevue-Krankenhaus des 
Medical-College in New-York.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1995.) 


Gepaarte Schwefelsiureverbindungen kohlehydratartiger 
Substanzen wurden zuerst von C. MoOrner und Schmiede- 
berg aufgefunden. Spiiter bemihten sich dann Schmiede- 
bergs Schiiler, Krawkow !) und Oddi,?) die Verbreitung solcher 
Korper im Organismus niiher zu erforschen, und es gelang ihnen 
auch ihre Darstellung aus verschiedenen Bindegewebssubstanzen. 
Da nun einer’) von uns das Vorkommen einer der in Frage 
stehenden ihnlichen Substanz in einem parenchymatodsen Or- 
gane, namlich in der Milz, erweisen konnte, so lag es nahe, 
auch in andern derartigen Organen danach zu suchen, und wir 
entschlossen uns, die Niere, die Leber, das Pankreas und die 
Milchdriise nach dieser Richtung zu priifen. In der Tat war 
bei jedem der genannten Organe unsere Untersuchung von Er- 
folg begleitet, doch soll gleich hier bemerkt werden, dal die 
Ausbeute an reiner Substanz meist sehr gering ausfiel, da die 
Reinigung grobe Verluste mit sich brachte. 


Darstellungsverfahren. 


Die Saure labt sich nach derselben Methode, wie sie bei 
der Milz angewendet wurde, auch aus den andern Organen 
gewinnen: nur erhiilt man dabei eine Substanz, die noch mit 
Spuren von Eiweif und Nucleinsiéiure verunreinigt ist. Um sie 


') Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie, Bd. XL. 
*) Archiv f. exp. Pathologie u. Pharmakologie, Bd. XXXIII. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 400. 
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davon zu befreien, bedient man sich eines Verfahrens, das auf 
ihrer Unloslichkeit in Eisessig und der Loslichkeit in Wasser 
beruht; durch jene niimlich gelingt eine Abtrennung des Ei- 
weiBes und durch Auflésen in Wasser wird die Nucleinséure 
beseitigt. — Es folgen die genaueren Vorschriften: 

Nachdem die Organe auf dieselbe Weise, wie bei der Dar- 
stellung der Nucleinsaéure angegeben, behandelt sind, hat man in 
der Alkoholfillung der Pikrinsaurefiltrate hauptsiichlich Nuclein- 
siiure und Glukothionsiaure. Diesen Niederschlag nun man mit 
Lauge, macht mit Essigsaure stark sauer, filtriert mit Hilfe der 
Saugpumpe und entfernt aus dem so gewonnenen Filtrat die 
Nucleinsiiure mit Kupferchlorid. Das noch in Lésung_ befind- 
liche Kupfersalz der Glukothionsiiure wird jetzt mit Alkohol 
ausgefiillt, der Niederschlag in verdiinnter Salzsiiure wieder auf- 
geldst und nochmals mit Alkohol gefiillt. Jetzt fillt die Siiure 
frei von Kupfer aus. 

Um die dem Praparat noch anhaftenden Beimengungen 
von Eiweifi und Nucleinséure zu beseitigen, verreibt man es 
in der Reibschale innig mit Eisessig, saugt diesen ab, lost den 
Riickstand in Wasser und fiallt, nach nochmaligem Absaugen, 
die wiisserige Lésung mit Alkohol. 

Auf diese Weise hergestellte Substanzen sind biuretfrei 
und enthalten Nucleinséure nicht einmal in Spuren: dabei 
stimmen sie in allen ihren Eigenschaften mit der Glukothion- 
siure aus der Milz tiberein. Das Verhalten gegen Jodlésung 
ist allerdings bei den Praparaten verschiedener Organe ein 
abweichendes und gelegentlich erhialt man beim Eintragen von 
trockener Substanz in eine hellgelbgefiirbte JodlOsung einen 
tiefbraunen Farbenton, wihrend man dies mit geliéster Substanz 
fast nie erreicht. In den Fallen, wo eine soleche Braunfiirbung 
eintritt, muf man wohl an eine Verunreinigung mit Spuren 
von Glykogen denken. 

Ferner geben die Praparate auch in gleicher Weise, wie 
die Glukothionsiture der Milz, beim Kochen mit Orcinsalzsiiure 
eine prachtvolle Violettfiirbung und der amylalkoholische Ex- 
trakt einer solchen Lésung liefert die typischen Absorptions- 
erscheinungen. Des weiteren ist zu bemerken, daf man mit 
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Phlioroglucinsalzsiiure einen roten Farbenton erhilt und in Uber- 
einstimmung damit nach Behandlung mit Salzséiure im Destillat 
Furfurol auf die tibliche Weise nachweisen kann.') Reduktion 
von Fehlinscher Losung tritt- nach Erhitzen mit Mineralséuren 
ein, bleibt jedoch, ohne daS dies vorhergegangen ist, aus. Eine 
nihere Priifung ergab, dab nach vorheriger Hydrolyse mit 
2°/oiger Schwefelsiiure das Filtrat Fehlingsche Losung mit der 
Stirke einer 24,5°/oigen Traubenzuckerlésung reduzierte. 
Erwiihnt ist ja schon das Verhalten der Substanzen gegen 
Wasser, verdiinnte Siiuren, Alkalien, worin sie léslich ist, und 
gegen Eisessig, in dem sie sich nicht lost. Bemerkt sei noch, 
dafi das Baryumsalz in 50°/oigem Alkohol fast unldslich ist. 
Mit Hilfe des oben angegebenen Verfahrens gelangt man im 
allgemeinen zu reinen Priparaten, doch st66t man bei gewissen 
Organen auf Schwierigkeiten, die wir in der nun folgenden 
niiheren Schilderung der Substanzen  verschiedener Herkunft 
bei Gelegenheit der betreffenden Fille besprechen werden. 


Milchdriise. 


Hier gelingt eine vollige Reindarstellung. Ich lasse die 


Analysen von verschiedenen Praparaten folgen. 
Priparat L 
0.2293 g Substanz gaben nach Kochen mit Salzsiure und Zusatz von 
Chlorbaryum 0,0448 g BaSO, = 2,68°/0 S. 
0.1757 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
verwendet; verbraucht: 5,05 ccm Schwefelséure (1 ccm dieser Schwefel- 
siure entsprach 0,00172 g N). N = 4,66 °%o. 


1) In meiner Mitteilung tuber die Milz-Glukothionsiure (Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXXVII, S. 400) habe ich angegeben «Beim Destillieren mit 
Salzsiiure konnte man im Destillate Furfurol mit Phloroglucin, Orein und 
essigsaurem Anilin nachweisen». Dariiber aufert sich Neuberg wie folgt: 
«Die Angabe Levenes, nach der Destillation seiner Substanzen mit HCl 
im Destillat Furfurol nachgewiesen und positive Orcin- oder Phloroglucin- 
probe erhalten zu haben, ist mit den Tatsachen iiberhaupt nicht in Ein- 
klang zu bringen, da Furfurol, und nur solches kann sich im Destillat 
befinden, die Pentosenreaktionen nicht gibt» (Ascher und Spiros Er- 
gebnisse, Bd. III, S. 404, 1904). Meine Angabe enthalt jedoch, wie man 
sieht, kein Wort iiber die Pentosenreaktionen; ich habe nur sagen wollen, 
daf sich aus dem Destillat ein Phloroglucid, Orcid und Anilid des Fur- 
furols darstellen lift. P. A. L. 
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Priparat II. 
0.14682 g Substanz gaben nach Kochen mit Salzsiure und Zusatz von 
Chlorbaryum 0,0356 g BaSO, = 2,91 °/o S. 

(2294 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
verwendet; verbraucht: 6,2 ccm Schwefelsiiure. N = 438°. 
Praiparat IIL. 

0.2185 g Substanz gaben 0,0396 g BaSO, = 2,49 %o S. 

0.2492 g Substanz wurden zu einer Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
verwendet; verbraucht 6,6 ccm Schwefelsiure. N = 4,29 °/o, 
Priparat IV. 

0,2294 g Substanz gaben 0,0449 g BaSO, = 2,68° 0 S. 

0.2294 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 6,4 ccm Schwefelsiure. N == 4,52 °/o. 

Praiparat V. 

0.2395 g Substanz gaben 0.0431 g BaSO, = 2,47°/o S. 

0.2395 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 5,9 ccm Schwefelsiure. N = 3,99 °%/o. 


Baryumsalz der Glukothionsaure. 


Praparat I. 
0.2125 g Substanz gaben 0,0528 g BaSO, = 3,41°/o 5S. 
0.2647 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 5,2 ccm Schwefelsiure. N = 3,18 °%/o. 

01699 g Substanz gaben nach dem Kochen mit Salzsiiure und darauf- 
folgendem Zusatz von Schwefelsiure 0,0308 g BaSO, == 10,66°/o Ba. 
Priparat II. 

0.2454 g Substanz gaben 0,0656 g BaSO, = 3,67 °Jo S. 

0.2694 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 5,2 ccm Schwefelsiure. N == 3.13 %o. 

0.2218 g Substanz gaben nach dem Kochen mit Salzsiure und darauf- 
folgender Behandlung mit Schwefelsiure BaSO, = 9,53°/o Ba. 
Priparat III. 

0,3158 g Substanz gaben 0,0777 g BaSO, = 3,38° S. 

0.3603 g Substanz erforderten fiir eine Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 7,2 cem Schwefelsiure. N = 3,24°%o. 

0.2034 g Substanz gaben nach dem Kochen mit Salzséiure und darauf- 
folgender Behandlung mit Schwefelsiiure 0,0336 g BaSO, = 9,23°/o Ba. 


Praparat S 
2,68 4,66 

I. 2,91 4,38 

Hl. 2,49 4,29 
IV. 2.68 4.58 

¥. 2,47 3.99 
Mittel 2,65 4,38 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 26 
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Baryumsalz. 


Praparat N°%o Ba 
| 3,41 3,18 10,66 

II 3,67 8,13 9,53 

Ill 3,38 3.24 9,23 
Mittel 3,48 3,18 9.81 


Um iiber die Natur der Kohlehydratgruppe einigen Auf- 
schluf zu bekommen, destillierten wir zuerst mit Salzsiiure 
vom S. G. 1,06, erhielten aber nur eine geringe Ausbeute an 
Furfurol-Phloroglucid. Dann wurde die Gewinnung eines Osazons 
versucht. Zu diesem Zwecke erhitzten wir 1,5 g Substanz im 
Autoklaven mit 2°/oiger Schwefelsiiure drei Stunden auf 125° C. 
Nach Beseitigung der Schwefelsiiture durch Baryt und dessen 
Uberschuf mit Kohlensiure wurde das Filtrat bei vermindertem 
Druck eingedampft, der Riickstand in Alkohol gelést und fil- 
triert. Aus dem Filtrat, das wir wieder eindampften, gelang es 
uns dann, auf die iibliche Weise ein Osazon vom Schmelz- 
punkt 196° C. (korr.) zu gewinnen. 


Niere. 


Auch bei diesem Organ gelangt man ohne Schwierigkeiten 
zu einem reinen Priiparat. Die Analyse ergab folgende Werie: 
0.2401 g Substanz gaben 0,0697 g BaSO, = 3,94°%o S. 

0.2401 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 7.4 ccm Schwefelsiure. N == 4,99°o. 


Pankreasdriise. 


Hier stOBt man bei der Darstellung der Glukothionsiure 
auf Hindernisse, die wohl vor allem auf dem_ gleichzeitigen 
Vorhandensein einer in Wasser ziemlich léslichen Nucleinsiiure 
beruhen, So waren denn die meisten der gewonnenen Priiparate 
mit Nucleinsiure verunreinigt, und nur einmal gliickte die Dar- 
stellung eines Korpers, dessen Zusammensetzung mit der friiherer 
Priparate aus anderen Organen gut tibereinstimmte. Wir hoffen 
indessen, unsere Methode noch soweit zu vervollkommnen, dali 
auch aus dem Pankreas ohne Schwierigkeit die in Frage stehende 
Substanz gewonnen werden kann. Hier sei nur noch bemerkt, 
uns der bedeutende Schwefelgehalt der Koérper auffiel, 
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sowie ihr Vermégen, nach Erhitzen mit Salzsiiure Fehlingsche 
Lésung zu reduzieren, eine Erscheinung, die bei freien Nuclein- 
siiuren ja meist vermifbt wird. 
Die Analyse ergab: 
Praparat I. 
0.1567 g Substanz gaben 0,0277 g BaSO, = 2,43°)0 S. 
0,1567 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 4,5 ccm Schwefelsiiure. N = 4,65°/0. 


Praparat IL 
0.4468 g Substanz gaben 0,0854 g BaSO, = 2.67°/o 5. 
0,4468 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 23 cem Schwefelsiure. N = 8,34". 


Praparat III. 
0,3060 g Substanz gaben 0,0630 g BaSO, = 2,83% S. 
0,3060 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 18,1 ccm Schwefelsiure. N = 9,58 


Leber. 


In diesem Falle konnte das normale Organ nicht zur 
Darstellung verwandt werden, da man stets anstatt der Gluko- 
thionsiure anscheinend reines Glykogen erhielt. Dies mubfte 
also vorher entfernt werden, was wir auf folgende Weise ver- 
suchten: Wir behandelten hungernde Hunde nach der Methode 
von Lusk mit Phloridzin, tOteten sie nach drei Tagen und be- 
handelten die Leber nun in der iiblichen Weise; dadurch kamen 
wir schlieblich zu Praparaten, deren Menge aber nur ausreichte, 
sie qualitativ als Glukothionsaéure zu identifizieren. Zur Ge- 
winnung groferer Quantitiéiten mufte ein anderes Verfahren 
eingeschlagen werden, bei dem die Vorbereitung des Organes 
durch Autolyse geschah; wir geben hier die Resultate zweier 
derartiger Versuche. 

Versuch I. Nach voraufgegangener 5tiigiger Autolyse 
der Lebersubstanz gelangten wir zu einem Praparat mit fol- 
genden Analysenwerten : 

0,1882 g Substanz gaben 0,0194 g¢ BaSO, = 1,42°)0 S. 
0,1882 g Substanz erforderten bei einer Bestimmung des Stickstoffs nach 
Kjeldahl 3,15 ccm Schwefelsiure. N = 2,71°%)o. 

Das Baryumsalz, welches wir zur Reinigung darzustellen 

suchten, war leider nicht frei von Glykogen zu bekommen. 
26* 
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Versuch II. Hier wurde erst nach 14tagiger Autolyse 
der Lebersubstanz an die Darstellung gegangen, wonach sich 
Priiparate mit folgenden Analysenwerten ergaben: 

0.4106 g Substanz gaben 0,1103 g BaSO, = 3,69° 5. 
0.4106 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl 12,5 cem Schwefelséure. N = 4,93° 0. 

Bei dieser Gelegenheit mbchten wir nicht unerwiihnt lassen, 
dafi schon friiher in der Leber Substanzen beobachtet worden 
sind, die der Glukothionsiiture nahe stehen, wir meinen das 
stickstoffhaltige Kohlehydrat von Seegen und Seegen und 
W. Niemann') sowie die Glukoalbumose Simons,?) die beide 
mit unserer Siiture anscheinend verwandt sind. 

Neben der weiteren Verfolgung dieses Zusammenhanges 
wire es interessant, auch die Frage nach dem Residuum-Gly- 
kogen von neuem zu bearbeiten. Es ist dies eine Substanz, 
die in verschiedenen Organen nach liingerem Hungern wie auch 
nach Konvulsionen angetroffen wird, und bisher immer mit 
Glykogen identifiziert wurde. Wir halten es aber nicht fiir aus- 
geschlossen, dai Verunreinigungen mit Glukothionsiure %) vor- 
lagen, wenn es sich dabei nicht tiberhaupt um reine Glukothion- 
siure gehandelt hat. Wir hoffen, diese Frage in nachster Zeit 
beantworten zu konnen. 


1) Seegen, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1903. 
Seegen und Niemann, Wiener Sitzungsbericht d. kais. Akad. 
d. Wissensch. Mathem. naturw. Klasse 112, Abt. II], 119—139. 
*) O. Simon, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XLIX. 
°) Ein Praparat von Glykogen, das wir nach dem Verfahren von 
Pfliiger dargestellt hatten, enthielt Spuren von organischem Schwefel. 
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Beitrag zur Kenntnis der Cystinurie. 
Von 
Eyvind Bédtker. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1905.) 


I. 


Vor mehreren Jahren machte ich eine vorliufige Mit- 
teilung?) tiber einen Fall von Cystinurie, dessen chemische Ver- 
folgung mir von Herrn Professor Dr. med. Torup iibertragen 
worden war. Meine Untersuchungen wurden Stellenwechsels 
halber unterbrochen, waren aber schon zu einem gewissen Ab- 
schlusse gefiihrt, und da deren Ergebnisse vielleicht einiges an 
Interesse darbieten, werde ich jetzt, obgleich spat, dariiber 
berichten. 

Das Cystin, das «blasenoxyd» von Wollaston, ist im 
Laufe des vergangenen Jahrhunderts schon mehrfach der Ge- 
genstand fiir Untersuchungen gewesen. Die iiltere Geschichte 
dieses eigentiimlichen Korpers ist schon in dieser Zeitschrift?) 
so eingehend behandelt, ich darauf naher einzugehen nicht 
notig habe. Nur moéchte ich einen Irrtum *) beziiglich der Fest- 
stellung seiner Zusammensetzung berichtigen. Der Verdienst, 
diese richtig erkannt und bestimmt zu haben, gebiihrt niimlich 
unabgekiirzt meinem Landsmanne Thaulow,‘*) der im Jahre 
1838 auf Veranlassung von Liebig und in dessen Laboratorium 
zu Giefen das Cystin analysierte und gleich seine richtige 
empirische Formel, C,H,,N,S,O,, aufstellte. 


') Norsk Magazin fiir Laegevidenskaben, 1892. 
*) Brenzinger, Bd. XVI, S. 552. 

3) loc. cit. 

*) Liebigs Annalen, Bd. XXVII, S. 197. 
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Die storende Wirkung des Cystins im Organismus beruht 
bekanntlich auf seiner Schwerldslichkeit. Es bildet leicht Kon- 
kremente, die namentlich zu Beschwerden in den Harnausfuhr- 
organen Veranlassung geben und schlieBlich das vollige Zu- 
grundgehen der Nieren bewirken k6énnen. 

Daf das Cystin im Organismus durch Eiweifabbau ent- 
steht, war schon von vornherein durch seinen Stickstoff- und 
Schwefelgehalt gegeben. Aber wie war sein Entstehen aufzu- 
fassen? War es als das Produkt pathologischer Vorgiinge ge- 
bildet, oder war es einem physiologischen Prozesse entsprungen ? 
Die erste Auffassung war jedenfalls anfangs die allgemeine, und 
eine sehr plausible Begriindung hierftir wurde von Baumann 
und v. Udranszky') gegeben. Die genannten Forscher fanden 
niimlich im Harn und in den Faeces eines Cystinpatienten 
Fiiulnisalkaloide, Cadaverin und Putrescin, und da dieser Be- 
fund kurz nachher von Stadthagen und Brieger?) bei einem 
anderen Falle von Cystinurie bestiitigt wurde, war eine nahe 
Beziehung in der Genesis des Cystins und der Ptomaine sehr 
wahrscheinlich. Das Cystin, oder richtiger eine unoxydierte 
Muttersubstanz desselben, kénnte neben den Ptomainen durch 
die Tiitigkeit der Mikroben des Darms gebildet sein. Auf Grund 
eines oxydativen Vorganges koénnte nun das Cystin gebildet 
werden und in den Harn gelangen, gerade so wie Indol und 
Skatol als Indoxyl und Skatoxyl in den Harn iibergehen. Kurz 
nachher fand aber Kiilz,*) daB das Cystin ohne Mitwirkung 
von Bakterien bei der Pankreasverdauung der Eiweifikorper 
entsteht, und die neueren Untersuchungen*) haben dargetan, 
dafi es ein normales, obwohl intermediires, Stoffwechselprodukt 
der Eiweifkérper ist. Vor wenigen Jahren ist es ja auch 
K. A. H. Mérner®) gelungen, durch hydrolytische Spaltung zu- 
niichst von Keratinsubstanzen, spéter auch von wahren Eiweil- 
korpern, Cystin direkt und in erheblicher Menge zu_ erhalten. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 563. 

*) Berliner klin. Wochenschr., 1889. 

5) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XXVII, S. 415, 

*) L. Spiegel, Virchows Archiv, Bd. CLXVI, S. 364. 

®) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 595 u. Bd. XXXIV, S. 307. 
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Abgesehen von der grofen theoretischen Bedeutung dieser Ar- 
beiten diirften sie auch fiir die weitere Erforschung und fiir 
die klinische Bearbeitung der Cystinuriefrage von grobtem Inter- 
esse werden. Nicht weniger bedeutungsvoll diirften die Ar- 
beiten iiber die Konstitution des Cystins von E. Friedmann’) 
und C. Neuberg?) werden, sowie die Synthese des Cystins 
von KE. Erlenmeyer jr.*) Nach den genannten Autoren ist die 
Baumannsche Konstitutionsformel des Cystins nicht zutreffend. 
Das Cystin ist nicht wie von Baumann angenommen eine 
a, a, sondern eine a, substituierte Propionsaure, 

CH,SCH(NH, 

CH,SCH(NH, COOH 
eine Tatsache, die die bisherigen miflungenen, synthetischen 
Versuche erkliren, Versuche, an denen ich mich auch beteiligt 
habe. 

Der Fall von Cystinurie, der mir zur Untersuchung vor- 
lag, betraf eine 26 Jahre alte, zart gebaute Frau. Die Krank- 
heit wurde etwa einen Monat nach einer iibrigens normal ver- 
laufenen Geburt entdeckt, indem ein der Patientin abgegangener, 
erbsengrofher Stein von Professor Dr. Torup als reines Cystin 
erkannt wurde. Von der klinischen Seite des Falles werde ich 
als Nichtmediziner im folgenden ganz absehen. Nur erwiihne 
ich, daf an der Patientin nach einigen Jahren eine Nieren- 
exstirpation ausgefiihrt werden muBte. Sie lebte nachher einige 
Jahre, bis auch die andere Niere so angegriffen war, dal der 
Tod etwa 10 Jahre nach der Entdeckung der Krankheit erfolgte. 

Der zur Untersuchung erhaltene Stein wog 0,026 g. Unter 
dem Mikroskop zeigte er sich als bestehend aus den fiir Cystin 
charakteristischen sechsseitigen Tafeln. 2 1 Harn, die gleich 
nachher gesammelt wurden, zeigten eine wesentlich von Cystin 
herriihrende kristallinische Triibung. Aus der ganzen Portion 
Harn wurden durch Essigsiiure 0,606 g fast reines Cystin gefiillt. 

Der Harn wurde jetzt nach der Vorschrift von Baumann 


') Chem. Zentralbl. 1902, Bd. II, S. 360. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 8. 316. 
Ebenda, Bd. XXXVI, S. 2720. 
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und vy. Udranszky') auf Ptomaine verarbeitet. Beim Schiitteln 
mit Benzoylchlorid und Natronlauge entstand ein Niederschlag, 
der durch fraktionierte Kristallisation aus Alkohol wechselnder 
Konzentration zwei kristallinische Korper lieferte. 

Der eine Korper zeigte den Schmelzpunkt 130°. Eine 
Stickstoffbestimmung ergab: N-8,97°/o. Berechnet fiir C,,H,.N,0, : 
N-9,03°9/o. Der KOrper war somit Benzoylpentamethylendiamin 
(Benzoylcadaverin). 

Der andere Korper zeigte den Schmelzpunkt 176°. Eine 
Stickstoffbestimmung ergab: N-9,399/o. Berechnet fiir )N.0,: 
N-9,469/o. Der Koérper war also Benzoyltetramethylendiamin 
(Benzoylputrescin). 

Es waren also dieselben Ptomaine vorhanden, die von 
Baumann und y. Udranszky gefunden waren: Cadaverin und 
Putrescin. Ihre Quantitaét war aber recht gering. AuBerdem erhielt 
ich auch kleine Mengen anderer kristallinischer Substanzen, die 
stickstoffhaltig waren, deren Mengen aber fiir weitere Reinigung 
und Identifizierung zu klein waren. Die Schmelzpunkte derselben 
lagen zwischen 180—190° und 192 bis 196°. Ein bei 203—204° 
schmelzender Korper enthielt 2,88 °/o Stickstoff. Das Filtrat von 
dem Benzoylniederschlag wurde mit Schwefelsiure angesiuert, 
wobei eine reichliche Fillung von Benzoesiiure entstand. Sodann 
wurde es mit Ather ausgeschiittelt, der Ather verjagt und der 
Riickstand mit 12°/oiger Natronlauge versetzt. Aus dieser LOsung 
schieden sich nach einigem Stehen seidenglinzende Kristalle 
von Benzoyleystinnatrium ab, die abfiltriert wurden und sich in 
Wasser leicht léslich erwiesen. Auf Zusatz von Schwefelsiure 
zu dieser Lésung wurde das Benzoylcystin als Gallerte gefiallt. 

Im Laufe von etwa zwei Monaten verschwanden allmahlich 
die Ptomaine, wiihrend das Cystin immer noch da war. Nach- 
her war es auch nicht mehr mdglich, das Benzoylcystinnatrium 
zu erhalten. 

Beim Behandeln einer Reihe normaler Harne mit Benzoyl- 
chlorid und Natronlauge erhielt ich weder Benzoylptomaine noch 
Benzoylcystinnatrium. Der Riickstand des atherischen Auszuges 
gab aber in samtlichen Fillen beim Erhitzen mit Bleiessig und 


') Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 563. 
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Natronlauge eine Schwarzung von Schwefelblei, ein Umstand, 
der darauf deutet, dab jeder normale Harn Spuren von Cystin 
enthilt, oder wenigstens von einem Korper, der sowohl un- 
oxydierten Schwefel wie eine Amidogruppe enthalten mub, weil 
doch hier die Fahigkeit mit Benzoylchlorid zu reagieren an 
eine Amidogruppe gebunden ist. 

v. Udranszky und baumann fanden auch dieselben Pto- 
maine in den Faeces des Cystinpatienten. Ich verarbeitete 5 
verschiedene Portionen Faeces genau nach den Angaben ge- 
nannter Forscher, konnte aber keine Benzoylptomaine isolieren. 

Die verschiedenen Autoren, die tiber Cystinurie gearbeitet 
haben, haben ein besonderes Gewicht darauf gelegt, ein Ver- 
fahren zur quantitativen Bestimmung des Cystins zu ersinnen. 
Dies war aber, wenigstens zu der Zeit, wo ich meine Unter- 
suchungen ausfiihrte, nicht gelungen. !) 

Was zunichst die Fiallung des Cystins betrifft, so liéiBt sich 
voraussagen, daB es sich als Séure am besten durch eine der 
stirksten Siuren, z. B. Salzsiure ausfallen lassen mu. Es be- 
sitzt aber wegen seiner beiden Amidogruppen auch schwach 
basische Eigenschaften, weshalb es mit starken Siiuren Salze 
zu bilden fahig sein wird. Daraus ergibt sich, dab die Fallung 
mit einer der schwacheren Siéuren, z. b. Essigséure, bewerk- 
stelligt werden mu. Dies ist ja auch schon liingst empirisch 
herausgefunden. Wie zu erwarten, ist aber die Fiillung lange 
nicht vollsténdig. So konnte ich, wie oben angefiihrt, aus einem 
mit Essigsaure ausgefillten Harn noch Benzoyleystinnatrium 
gewinnen, und bei der weiter unten mitgeteilten Versuchsreihe 
erhielt ich nie eine Fallung von Cystin mit Essigsiiure, trotz- 
dem letzteres vorhanden war. 

Was nunmehr die Benzoylierungsmethode von Baumann 
und vy. Udranszky betrifft, so liefert sie, wie es aus dem oben 


‘) Jetzt sind allerdings einige Methoden angegeben. Von diesen 
scheint die von Abderhalden (Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 558) 
angewandte Fallung durch §-Naphtalinsulfochlorid nach der allgemeinen 
Regel fiir die Fallung von Aminosiiuren von E. Fischer und Bergell 


(Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 17) besonders zweckmiabhig 
zu sein. 
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gesagten hervorgeht, zwar hohere Werte fiir das Cystin: das 
Benzoyleystinnatrium ist aber in Wasser viel zu léslich, um 
als Mab fiir die Cystinmenge dienen zu konnen. So erhielt ich 
bei der weiter unten beschriebenen Versuchsreihe nie Kristalle 
von Benzoyleystinnatrium, wenn nicht der Harn vor der 
Benzoylierung stark eingeengt wurde. 

Unter diesen Umstaénden fand ich es am meisten ange- 
zeigt, denselben Weg wie Bruno Mester!) einzuschlagen, 
einen Weg, der, wie ich aus der spiteren Literatur sehe, oft 
benutzt worden ist. Derselbe bestimmte den im Harne des 
Cystinpatienten von Baumann vorhandenen oxydierten Schwefel, 
sowie den Gesamtschwefel. Die Differenz dieser beiden Zahlen 
gab ihm den unoxydierten, «neutralen» Schwefel. Derselbe 
konnte zwar nicht ohne weiteres auf Cystin umgerechnet werden, 
weil, wie schon oben bemerkt, auch normaler Harn unoxydierten 
Schwefel (Cystin) enthiilt. 


Unoxydierter | Prozente des 
| | ; Mittel 
| g | g _ samtschwefels 
| | | 
1 | 0.0950 0.0125 13,2 
2 0.0700, 0.0175 25.0 
3 0.1099 | 0,0329 | 30,0 
o0,/ 
4 0,0825 | 0,0204 | 24,7 
5 | 0.0764 | 0.0188 | 24.6 | 
6 | 0,0677 | 0,0167 | 24.7 | 
| | | 


Die Menge des unoxydierten Schwefels im normalen Harn 
wird von den verschiedenen Autoren von 15—20°/o des Ge- 
samtschwefels angegeben. Mester?) fand bei gemischter Kost 
bei 9 verschiedenen Individuen Schwankungen von 12,1—30,6° 0, 
im Mittel 18,1°/o. Vorstehend teile ich einige Zahlen mit 
iiber die Schwefelausscheidung bei einem gesunden, 23 Jahre 
alten Manne, die ich bestimmt habe. Die Zahlen unter 2 und 5 


beziehen sich auf den Morgenharn, die iibrigen auf den Harn 


') Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 109. 
*) loc. cit, S. 136. 
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von 24 Stunden, und zwar auf 100 cem Harn. Die Bestim- 
mungen wurden genau nach Mesters!) Angabe ausgefiihrt. 

Wie ersichtlich, kann das Verhiiltnis zwischen oxydiertem 
und unoxydiertem Schwefel selbst bei demselben Individuum 
erheblich schwanken. Eine Berechnung durch Subtraktion des 
in normalen Harnen im Mittel vorhandenen  unoxydierten 
Schwefels von dem im Cystinharn gefundenen und durch Um- 
rechnung der Differenz auf Cystin erscheint demnach ziemlich 
willkiirlich. Indessen ist dies aber auch nicht nétig, um ein 
hinreichendes Bild von den Verhiltnissen zu bekommen. Wie 
aus den Zahlen Mesters und aus der nachstehenden Tabelle 
hervorgeht, handelt es sich niimlich hier um so grofe Differenzen 
in der Ausscheidung von unoxydiertem Schwefel bei Gesunden 
und Cystinkranken, daBi ein Zweifel iiber die Grenzlinie iiber- 
haupt nicht auftauchen kann. 

Der nachstehenden Tabelle schicke ich folgende Bemer- 
kungen voraus: Die Versuchsreihe ist etwa 4 Monate, nachdem 
sich keine Ptomaine mehr nachweisen lieben, angefangen. Cystin 
konnte erst nach Einengen groferer Mengen Harns und darauf- 
folgender Benzoylierung nachgewiesen werden. Der Harn reagierte 
immer alkalisch und bot sonst das Bild eines Cystitisharnes, indem 
stets ein Sediment von Leucocyten vorhanden war. Bisweilen 
roch der Harn stark nach Schwefelwasserstoff. Das spezifische 
Gewicht schwankte zwischen 1,008 und 1,013. Die haupt- 
sachliche Nahrung war Milch, Kalbfleisch, Eier und Brot. Am 
4. bis 9. Mai war Uramie vorhanden, so dai am 5. und 6. Mai 
gar kein Harn entleert wurde. Die Analysen 28 und 29 sind 
wiahrend einer Schwefelbadekur in Sandefjord ausgefiihrt worden. 

Die Tabelle zeigt zuniichst in eklatanter Weise die abnorm 
hohen relativen Werte des unoxydierten Schwefels. Die niedrigste 
Zahl finden wir beim Versuche 17 mit 34,6°%/o, die hdchste 
beim Versuche 13 mit 67°/o des Gesamtschwefels. Im Mittel 
samtlicher Versuche betrigt der nichtoxydierte Schwefel 49,3 °/o 
des Gesamtschwefels, ein etwa dreimal héherer Wert wie bei 
normalen Individuen. 


loc. cit. S. 129. 
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1770 | 0.5576 | 0.3116 | 55,9 
22 | 15. 1420 | 0,5510 | 0,2925 | 53,1 
23/16. V. | 1520 0.5838 | 03132 | 588 
24/17. V. 1600 0,7264 | 0,3984 54,8 
25 | 18. V. 1130 | 0.5616 | 0.2746 | 48,9 
26)19.V. | 1350 | 0,6305 | 0,2876 | 45,6 | 2 kleine Steine abgegangen 
20. V. | 1040 | 0.5252 | 0.2527 | 481 

28 | 25. VIL. | 1320 | 0.5161 | 0,2442 | 47,3 
29| 2. VIL.) 1020 | 0,4804 | 0.2754 | 57,5 
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| | | Gesamt- | Unoxy- | Prozente 
| | Harn- | schwefel dierter des nicht- 
Nr. Datum mense, Anmerkung 
Stunden | Stunden Gesamt- 
schwefel 
| 
1; 4.1V. | 1310 | 03079 | 0,1452 | 47,2 
5. IV. 730 | 03968 | 0.2399 | 60,4 
3|/ 6.1V. | 1330 | 0.7586 | 0,3789 | 50,0 
4) 7 1V. 575 | 0,5325 | 0,2053 | 38,6 
5| 8. IV. | 600 | 0.4350 | 0,1662 | 382 
6| 9. IV. 780 | 0.5897 | 0.2363 
7,10. 1V. | 1200 | 0,9696 | 0,3564 | 36,7 1,2 g Resorcin 
8/11. 1V. 1530 | 08400 | 04116 | 49.0 | > 
9} 12. IV. 930 | 0,6138 | 0,2725 | 44,4 1,4 » > 
10/13. 1V. | 1130 | 0,6407 | 0.3345 | 52,2 1,4 » > 
11 | 20. IV. 900 | 0,6372 | 0,2907 | 45.6 
12) 3.V. | 1960 | 0.8310 | 05312 | 64,0 
13) 4. V. 280 | 0.1448 | 0,0969 67,0 Eiweif’ vorhanden 
14; 7. V. 50 | 0,0329 | 0,0211 | 64,1 > > 
15| 8. V. 60 | 0,0548 | 0,0263 | 48,0 > > 
16) 9. V. | 2820 | 1,0625 | 0.3967 | 37,3 | Spur von Eiweifi. Allantoin 
7 10. V. 1470 | 0,7673 | 0,2661 | 34,6 
18 11. V. | 2160 | 1,0195 | 0.4363 | 42,8 
19 | 12, V. 800 | 0,2792 | 0,1184 | 42,4 
20} 13. V. | 1980 | 0,6970 | 0,3999 | 57,4 
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Mester‘) fand im Durchschnitt seiner Versuche 45,7 °/o. 
Diese hohen Werte werden, wie Mester eingehend gepriift 
hat, durch irgend welche Diat nicht beeinflubt. Dieselbe Erfahrung 
habe ich auch gemacht, weshalb ich die Speiseliste der Patientin 
als tiberfliissig weglasse. 

Bei den Versuchen 7, 8, 9 und 10 wurde etwas Resorcin 
verabreicht. Dasselbe wurde gut vertragen und geschah, um 
zu prifen, ob die Cystinurie, im Sinne der Baumannschen 
Theorie als ein Féulnisprozei betrachtet, hierbei abnehmen 
wiirde. Auch war eine Reaktion zwischen dem Cystin und 
dem Resorcin unter dem Einflui des Stoffwechsels, wobei leicht- 
lésliche Produkte entstehen kiénnten, denkbar. Wie ersichtlich, 
ist aber keinerlei Wirkung zu spiiren, ebensowenig wie Mester 
bei Eingabe von Salol irgend welche Wirkung entdecken konnte. 

Beim Versuche 15, nach der Uramie, wurde im Sedimente 
Allantoin mikroskopisch nachgewiesen. Das Auftreten dieses 
Korpers diirfte aber mehr der Uramie wie der Cystinurie zu- 
zuschreiben sein. Es wiire sonst schwer verstiindlich, weshalb 
es nur dieses einzige Mal nachgewiesen werden konnte. 

Eine Wirkung des Schwefelwassers auf die Schwefel- 
ausscheidung ist aus den Versuchen 28 und 29 nicht zu sehen. 
Mester fand zwar nach Verabreichung von Schwefel in Sub- 
stanz die relative Menge des unoxydierten Schwefels stark 
herabgesetzt. Die Dosen waren aber dabei kolossal hoch, 30 g 
lac sulphuris pro Tag. 

Die Badekur hatte aber auf das Allgemeinbefinden der 
Patientin einen sehr giinstigen Einflu{, umsomehr weil gleich- 
zeitig die Diat in jeder Hinsicht verbessert und selbst der Genuf 
alkoholischer Getriinke gestattet wurde. 

Der Stickstoffwechsel der Patientin war ziemlich gestort, 
soweit ich nach einer einzelnen Analyse beurteilen kann. So 
betrug der als Harnstoff vorhandene Sticksto/f nur 77°/o des 
Gesamtstickstoffes. 

Wie schon eingangs hervorgehoben, muf die Baumannsche 
Theorie der Bildung des Cystins durch Fiulnisprozesse aufge- 
geben werden. Diese Ansicht habe ich schon in meiner vor- 


‘) loc. cit. S. 184. 
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laufigen Mitteilung von 1892 ausgesprochen, erstens weil ich 
im Darminhalt keine Ptomaine nachweisen konnte, zweitens 
weil die Ptomaine im Harn nach einiger Zeit verschwanden. 
Auberdem, wenn die Annahme von Baumann und v. Udranszky 
richtig wire, dann miiBbte es durch Desinfektion des Darms, 
respektive durch Darmspiilungen gelingen, das Cystin zum Ver- 
schwinden zu bringen. Dies ist aber nicht gelungen, wie sich 
aus den Versuchen der genannten Forscher!) und ebenso aus 
den meinigen ergibt. 

Das Cystin ist vielmehr ein normales, aber zum groften 
Teil intermediares Produkt des Eiweifabbaus im Organismus.*) 
Bei normalen Individuen wird es unter Bildung von Schwefel- 
sdureverbindungen und von einfacheren Stickstoffkorpern oxy- 
diert. Nur ein kleiner Teil, entsprechend etwa 20°/o des Ce- 
samtschwefels, gelangt unverandert in den Harn. 

Hiergegen ist aber einzuwenden, dal es bis jetzt nicht 
gelungen ist, das Cystin aus normalem Harne zu gewinnen. 
Nach den oben erwihnten Untersuchungen von K. A. H. Morner 
wissen wir aber, dai es mehrere Arten von Cystin gibt, was 
sich iibrigens aus seinen beiden assymetrischen Kohlenstoff- 
atome voraussagen lief}. So erhielt Mérner bei seinen Eiweil- 
spaltungen einige andere Formen des Cystins, die sich durch 
verschiedenes Drehungsvermogen und das aufere Ansehen der 
Kristallformen von dem gewohnlichen, in sechsseitigen Tafeln 
kristallisierenden Cystin unterscheiden. Er hebt besonders eine 
nadelformige, leichtlésliche Modifikation hervor. Es konnte nun 
im normalen Harne dieses Cystin vorhanden sein. Diese Frage 
harrt aber noch ihrer endgiiltigen Beantwortung. 

Was nun die Diamine als Begleiter des Cystins betriflt. 
da ist es ja sehr gut mdglich, dafi auch diese Korper inter- 
mediire Eiweifspaltungsprodukte sind, die im normalen Or- 
ganismus weiter oxydiert werden. Die Fahigkeit dieser weiteren 
Oxydation fehlt eben dem Cystinpatienten. 

Das Cystin per os verabreicht, tibt auf den Organismus 
keinen schadlichen EinfluB aus, was aus zahlreichen Fitterungs- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 90. 

2) cf. L. Spiegel. loc. cit. 
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versuchen in der letzten Zeit hervorgeht. Es ist eben die 
Schwerlislichkeit des Korpers, die das Krankheitsbild der Cy- 
stinurie bedingt. Unter diesen Umstiinden miifte eine rationelle 
Behandlung der Krankheit darauf hinzielen, der Bildung des 
Cystins vorzubeugen. Dasselbe konnte durch eine Steigerung 
des Oxydationsvermogens des Kranken bewirkt werden oder 
durch Verabreichung von Substanzen, die mit dem Cystin inner- 
halb des Organismus unter Bildung leicht l6slicher Koérper 
reagieren. In dieser Richtung sind Versuche von vy. Berg- 
mann!) angestellt worden. Derselbe konnte bei Hunden durch 
Fiitterung mit Cystin und cholsaurem Natrium die Bildung von 
den leichtlOslichen Korpern Taurin und Taurocholsiure kon- 
statieren. Leider konnten aber Simon und Campbell?) bei 
Verabreichung von Cholalséure (Cholsiiure?) an einem Cystin- 
kranken keinerlei Wirkung erzielen. Es ist aber zu erwarten, 
dafi weitere Versuche in dieser Richtung giinstige Resultate 
aufweisen werden. 

Bekanntlich hat man schon mehrfach Cystinurie bei 
mehreren Mitgliedern derselben Familie nachweisen kénnen. *) 
Eine derartige Familiendisposition war aber hier nach dem 
Aussagen des Arztes, der die Familie in drei Generationen 
gekannt und behandelt hatte, nicht vorhanden. 


Il. 


Im Jahre 1893 hatte ich Gelegenheit, noch einen Fall 
von Cystinurie zu untersuchen. In der Abteilung fiir Kinder- 
krankheiten des Reichshospitals zu Christiania war einem elf- 
jihbrigen Knaben ein erbsengrofer Stein abgegangen, der als 
Cystin erkannt wurde. Von dem damaligen Assistenzarzte der 
Abteilung, Herrn Dr. med. Lyder Nicolaysen, wurde mir eine 
Tagesmenge Harns von dem betreffenden Patienten zur Unter- 
suchung tubergeben. 


") Chem. Zentralbl. 1903, Bd. II, S. 1079. 
cf. auch Wohlgemuth, Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 81. 
*) Chem. Zentralbl. 1904, Bd. II, S. 468. 
*) Toel, Liebigs Annalen, Bd. LXXVI, S. 247. 
Abderhalden, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 557. 
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Der Harn wurde in gewohnlicher Weise benzoyliert. Aus 
dem entstandenen Niederschlage konnte ich keine Benzoyl- 
ptomaine isolieren. Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure ge- 
fallt, die ausgeschiedene Benzoesiéure abfiltriert und das Filtrat 
hiervon mit Ather ausgeschiittelt. Nach Verjagen des Athers 
wurde der Riickstand mit etwas 12°/oiger Natronlauge versetzt, 
und aus dieser Losung schieden sich nach einigem Stehen seiden- 
glanzende Kristalle aus, die abfiltriert wurden. Beim Waschen 
mit Wasser auf dem Filter losten sich diese charakteristischen 
Kristalle von Benzoylcystinnatrium, wiahrend auf dem Filter 
eine kleine Menge in Wasser unlodslicher Kristallblatter von 
ganz anderem Aussehen blieben. Dieselben, aus Alkohol um- 
kristallisiert, zeigten den Schmelzpunkt ungefaéhr 174°. Es lag 
also hier Benzoylputrescin vor. Dasselbe wurde hier an anderer 
Stelle isoliert wie in dem oben beschriebenen Falle. Baumann 
und vy. Udranszky, deren Fall offenbar durch weit grofSere 
Mengen von Ptomainen ausgezeichnet war, gewannen die Benzoy!- 
ptomaine sowohl aus dem direkt bei der Benzoylierung ent- 
standenen Niederschlage wie aus dem itherischen Auszuge neben 
dem Benzoylcystinnatrium. 

Der weitere Verlauf diesen Falles wurde meinerseits nicht 
verfolgt. 


Christiania, Juni 1905. 
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Zur Kenntnis des Cystins. 
Von 
Emil Fischer und Umetaroé Suzuki. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1905.) 


Wie wir vor einiger Zeit gezeigt haben,!) laBt sich das 
Cystin durch Kombination mit den Chloriden der Chloressig- 
siure, Brompropionsaure und Brom-iso-capronséure vereinigen, 
und durch nachtrigliche Behandlung der Produkte mit Ammoniak 
entstehen die Polypeptide, welche als Di-glycyl- Di-alanyl- und 
Di-leucyl-Cystin bezeichnet wurden. 

Um diese Synthese zu erweitern, haben wir jetzt in der 
ublichen Weise den Dimethylester des Cystins bereitet. Er ist 
ein stark alkalischer Syrup, bildet aber schon kristallisierende 
Salze, die so charakteristisch sind, dah sie sich recht gut zur 
Identifizierung des Cystins eignen. Wir haben sie benutzt, um 
die durch die Untersuchungen von Neuberg und Mayer?) 
aktuell gewordene Frage nach der Identitaét oder Verschieden- 
heit des Cystins aus Proteinstoffen und aus Cystinsteinen zu 
priifen. 

Ein solcher Stein wurde uns in freundlichster Weise von 
Herrn Prof. Oscar Liebreich aus der Sammlung des Pharma- 
kologischen Instituts der hiesigen Universitit zur Verfiigung 
gestellt, wofiir wir ihm auch hier unseren besten Dank aus- 
sprechen. Der Vergleich dieses Materials mit dem reinen optisch 
aktiven Cystin aus Rofhaar hat uns zur Uberzeugung gefiihrt, 
daf véllige Gleichheit besteht. Auf die gleichlautenden Beob- 
achtungen von Rothera und die etwas abweichenden Angaben 
von Neuberg und Mayer werden wir unten zuriickkommen. 


') Berichte, Bd. XXXVII, Heft 17, 4575. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 472. 
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Suspendiert man 10 g gepulvertes reines aktives Cystin 
in 250 ecm trockenem Methylalkohol, und leitet ohne Abkithlung 
trockenes Salzsiiuregas bis zur Siattigung ein, so findet klare 
Lisung statt, und nach einiger Zeit, besonders bei Abkithlung, 
beginnt die Kristallisation des salzsauren Dimethylesters. Um 
die Abscheidung zu vervollstindigen, ist es vorteilhaft, das 
doppelte Volumen trockenen Athers zuzusetzen. Das Produkt 
besteht aus farblosen Prismen, die bei langsamer Kristallisation 
eine Liinge von mehreren Zentimetern haben k6énnen. Sie 
werden abgesaugt, mit trockenem Ather gewaschen und im 
Vacuumexsikkator getrocknet. Die Ausbeute betragt 90—95°/» 
der Theorie. 

Fiir die Analyse war das Préparat nochmals in wenig 
warmem Methylalkohol gelést, mit etwas Tierkohle entfarbt, 
dann mit Ather abgeschieden, und im Vacuum bei 80° C. 
getrocknet. 

0,1911 g Substanz gaben 0,1949 ¢ CO, : 0,0916 g H,O 
O,1913 » » » 13,4 ccm N (21°, 760 mm). 
0.2470 » >»  0,2047 g AgCl. 
C,H,.N,S,0,2HC1: Berechnet C 28,15, H 5,28, N 8,21, Cl 20,82 
Gefunden » 27,82, » 5,33, » 7,97, » 20,50 

Das Salz lost sich auBerordentlich leicht in Wasser, und 
die Fliissigkeit hat eine stark saure Reaktion. Es lost. sich 
auch leicht in warmem Methylalkohol, etwas schwieriger in 
Athyialkohol, sehr schwer in Essigiither und in Benzol und 
fast gar nicht in Ather und Petrolither. Das frisch bereitete 
und vor Feuchtigkeit sorgfiltig geschtitzte Salz schmilzt gegen 
170° (korr. 173°) unter starkem und nachfolgender 
braunfarbung. Der Schmelzpunkt wird aber herabgedriickt, 
wenn das Priparat kurze Zeit in feuchter Luft steht. Fiir die 
Bestimmung des Drehungsvermégens diente eine Lésung in 
trockenem Methylalkohol. 


I. 0.3016 g Substanz in 7,8558 g Methylalkohol bei gew6hnlicher Tempe- 
peratur gelést. Drehung im 1 dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 1,14° 
nach links. Spezifisches Gewicht der Lésung 0,8113. 


Die Drehung war nach einer Stunde unverindert. 


ae 
3 
ey, 
4 
qe 
| 
fine 
ate 


Zur Kenntnis des Cystins. WO7 


Il. 0,830 g Substanz in 13,71 g Methylalkohol. Drehung bei 20° im 
2 dm-Rohr 3,61° nach links. Spezifisches Gewicht 0,8230. 


I. IL. 
Mithin [a] = — — 384°. 
In wasseriger Losung ist die spezifische Drehung anniihernd 
eben so gros, aber sie dndert sich, héchst wahrscheinlich weil 
teilweise Verseifung erfolgt. Gefunden wurde niimlich: 


10 Minuten nach der Auflésung [aly — 39,2° 
2 > » — 409° 
13/4 Stunden » > > » — 43,7° 
5/4 > > > » » — 449° 


Zur Bereitung des freien Cystin-dimethylesters lést man 
das Salz in wenig Methylalkohol in der Kilte, versetzt mit der 
fiir das Chlor berechneten Menge einer 2°/oigen Auflésung von 
Natriummethylat in Methylalkohol und fiigt dann sofort zur 
Fillung des Natriumchlorid das doppelte Volumen trockenen 
Athers hinzu. Die filtrierte Fliissigkeit hinterlaBt beim Ver- 
dampfen unter stark vermindertem Druck den Cystin-dimethyl- 
ester als schwach gelben Sirup. Zur Reinigung wird er in Ather 
gelist, wobei eine amorphe gefirbte Masse zuriickbleibt, und 
die LOsung im Vacuum verdunstet. Der so erhaltene Ester ist 
farblos, reagiert alkalisch und lést sich leicht in Wasser und 
Alkohol, ziemlich leicht in Ather, aber sehr schwer in Petrol- 
iither. Er gleicht in diesen Eigenschaften den Estern der ge- 
woOhnlichen Aminosauren. Beim Aufbewahren im geschlossenen 
GefaiB, auch bei Abschlu8 der Luft fiirbt er sich schon nach ein 
bis zwei Tagen allmahlich gelb, spiater gelbrot, und entwickelt 
etwas Ammoniak. Viel rascher erfolgt dieselbe Verinderung 
in der Warme. Beim starken Abkiihlen, z. B. in fliissiger Luft, 
erstarrt der Ester, aber ohne deutliche Kristallbildung. 

Beim Erhitzen der wiisserigen LOsung zersetzt er sich unter 
Abscheidung eines Ols, das gleichzeitig gelbbraun wird. Ob dabei 
Cystin gebildet wird, haben wir nicht gepriift. Jedenfalls ist 
die Verseifung keineswegs so glatt wie bei den gewohnlichen 
Aminoséuren. Sehr leicht erfolgt aber die Verseifung des Esters 
durch Alkalien. Lost man ihn z. B. in kaltem Wasser, fiigt 
in ma&figem Uberschu8 Natronlauge zu und iibersiittigt nach 
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fiinf Minuten langem Stehen mit Essigsdéure, so fallt eine groBe 
Menge Cystin aus. 

Aufer dem Hydrochlorat haben wir Nitrat, Sulfat und 
Oxalat kristallinisch erhalten. Das Nitrat fallt aus der aitherischen 
Losung des Esters auf Zusatz von starker Salpetersaéure erst 
als Sirup, erstarrt aber bald. In warmem Methylalkohol ist es 
leicht léslich. Fiigt man zu dieser Lisung Ather bis zur Triibung, 
so scheidet sich das Salz zumal beim Abkihlen in farblosen, 
mikroskopischen Kristallen ab, die meist spieBartig ausgebildet, 
und Ofters sternformig verwachsen sind. Das Sulfat wird in 
ahnlicher Weise erhalten. Es ist in heifem Methylalkohol ziem- 
lich schwer léslich und scheidet sich aus der eingeengten LOsung 
als weifbe Masse ab, in der man unter dem Mikroskop haupt- 
sichlich kuglige Aggregate von dusserst feinen Kristillchen sieht. 

Das Oxalat ist im Gegensatz zu den vorhergenannten 
Salzen in kaltem Wasser ziemlich schwer loéslich. Fiigt man 
also zu der konzentrierten wisserigen Losung der Base eine 
starke wiisserige Lésung von Oxalsiure, so fillt nach einiger 
Zeit, besonders beim Reiben, das Salz als weibe kristallinische 
Masse, die aus mikroskopischen Nadeln oder Prismen besteht. 

Bringt man den Ester in alkoholischer Losung mit Pikrin- 
siiure zusammen und fiigt Ather hinzu, so fallt nach einiger 
Zeit das Pikrat in sehr kleinen, gelben, spitzen Kristallchen, 
die aber meist zu dichten kugligen Aggregaten von undeutlich 
kristallinischem Gefiige vereinigt sind. 

Phosphorwolframsiiure erzeugt in der sauren wisserigen 
Lisung des Esters einen dichten weifen Niederschlag, der in 
iiberschiissigen Mineralsiéuren nicht loslich ist und beim Kochen 
der Fliissigkeit schmilzt. 


Vergleich des Cystins aus Rofhaar und aus Stein. 


Das Haarcystin war in der iiblichen Weise durch Hydrolyse 
mit Salzsiiure dargestellt und sorgfiltig nicht allein von Tyrosin, 
sondern auch von racemischem Cystin befreit. Das Cystin aus 
Stein wurde durch Lésen in Ammoniak und durch Fallen mit 
Essigsiiture oder auch durch Verdunsten der ammoniakalischen 
Lésung kristallisiert. In allen Fiallen erhielten wir nur die 
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bekannten charakteristischen mikroskopischen  sechsseitigen 

Formen, aber keine Nadeln, und das Priparat aus Stein gab 

auch mit Millons Reagens nicht die rote Farbung des Tyrosins. 

Dieselbe Ubereinstimmung zeigte die optische Untersuchung. 

[. 03172 g Haarcystin in 11,9228 g Normalsalzsiure gelist. Spezifisches 

Gewicht der Lésung 1,029. Drehung bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 
11,84° nach links. 


Il. 0.3176 g Steincystin in 16,3975 g Normalsalzsaure gelist. Spezifisches 
Gewicht der Lésung 1,024. Drehung bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 
8,70° nach links. 
Haarcystin Steincystin 
— 221,9 — 223.6 


20° 


Diese Zahlen stimmen mit dem Wert!) von MOrner — 223 
bis 224,3° ziemlich gut iiberein. Die kleine Differenz kénnte 
durch die Temperatur und die verschiedene Konzentration der 
Salzsiure bedingt sein. 

Kine iihnliche Ubereinstimmung zeigte sich bei dem salz- 
sauren Dimethylester. Das Priiparat aus Cystinstein wurde 
genau so dargestellt, wie es fiir Haarcystin vorher beschrieben 
ist. Der Schmelz- und Zersetzungspunkt war genau derselbe 
wie bei dem Priparate aus Haarcystin. Ebenso gab die optische 
Untersuchung eine befriedigende Ubereinstimmung. 

0,147 g salzsaurer Dimethylester aus Steincystin war in 3.9953 
Methylalkohol. Die Lésung hatte bei 20° das spezifische Gewicht 0.8116 


und drehte in 1 dm-Rohr 1,07° nach links. 
20° 


Mithin — 37,2, 


wihend fiir das Praparat aus Haarcystin — 38,0° gefunden war (s. oben). 


Nach diesen beobachtungen kénnen wir nicht daran zweifeln, 
dafi die von uns untersuchten Priiparate aus RoBhaar und aus 
Stein identisch sind. Zum gleichen Schluf ist kiirzlich Rothera 
gelangt.?) Er fand ebenfalls fiir Cystin aus Stein und Haar im 
Aussehen der Kristalle, 1m physiologischen Verhalten und in 
der spezifischen Drehung der salzsauren Lisung keinen Unter- 
schied. Leider sind aber seine Angaben iiber die spezifische 
Drehung nicht ganz einwandfrei. Wir wollen davon absehen, 


*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 604 und Bd. XXXIV, S. 207. 
*) C. H. Rothera, Journal of Physiology, Bd. XXXII, S. 177. 
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dai die Berechnung seiner Werte eine doppelt so grofe spe- 
zifische Drehung ergibt, als die von ihm mitgeteilte Zahl, weil 
hier wahrscheinlich em Druckfehler vorliegt. Aber die von ihm 
angegebene spezifische Drehung der salzsauren Losung 

= — 252,2° fiir Steincystin 

— 251,1° » Haarcystin 

weicht erheblich ab von dem Werte, den K. A. H. Mérner fest- 
gestellt hat, und den wir bestiatigen konnten. Ob das an dem 
Priiparate Rotheras oder der Konzentration der Salzsaure oder 
an der Ausfithrung der Beobachtung legt, entzieht sich unserem 
Urteile. 

Was nun die Beobachtungen von Neuberg und Mayer!) 
betrifft, so haben sie zum Schlusse gefiihrt, dai manche Cystin- 
steine neben Proteincystin in wechselnden Verhiltnissen eine 
isomere Verbindung enthalten, die in Nadeln kristallisiert, eine 
geringere spezifische Drehung (in salzsaurer Losung — 206°), 
andere Loslichkeitsverhiiltnisse besitzt und auch Derivate von 
abweichenden Eigenschaften liefert. Obschon es bei den be- 
stimmten und ausfiihrlichen Angaben der Herren Neuberg 
und Mayer sehr gewagt erscheinen mu, die Existenz dieser 
Verbindung in Zweifel zu stellen, wenn man nicht Gelegenheit 
gehabt hat, eine ganze Reihe von Cystinsteinen zu untersuchen, 
so glauben wir doch eine Beobachtung anfiihren zu miissen, 
die fiir die Beurteilung der Frage nicht ganz gleichgiiltig sein 
diirfte. Von Herrn Prof. Gabriel erhielten wir eine kleine 
Probe des Steincystins, das ihm Herr Neuberg zum Vergleich 
mit dem synthetisch bereiteten Isocystin tibergeben hat, und das 
zum Teil aus den als charakteristisch angesehenen Nadeln be- 
steht.2) Dieses Priparat zeigt nun, wie wir gefunden haben, 
mit Millons Reagens eine starke Rotfairbung, wie sie dem 
Tyrosin eigentiimlich ist, dem reinen gewOhnlichen Cystin aber 
giinzlich fehlt. Wir halten es deshalb fiir sehr wahrscheinlich, 
dafi es auBer Cystin auch Tyrosin enthiilt, obschon die geringe 
Menge des uns zur Verfiigung stehenden Materials eine Isolierung 
des letzteren nicht gestattete. | 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 472. 
*) Neuberg und Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 8. 478, 479. 
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Uber das Vorkommen von Tyrosin in Cystinsteinen liegt 
unseres Wissens bisher keine Beobachtung vor, und wir sind 
auch weit davon entfernt, fiir alle Cystinsteine einen solchen 
Gehalt anzunehmen, denn der einzige Stein, den wir unter- 
suchen konnten, gibt Millons Reaktion gar nicht. Er gehort 
aber auch nach den Kristallisationsproben zu den Steinen, die 
nach Neuberg und Maver nur aus «Proteincystin» bestehen. 
Dagegen vermuten wir, dab Millons Probe positiv ausfallen 
wird bei den Priiparaten, die das in Nadeln kristallisierende 
sog. Steincystin enthalten, und wir kénnen uns nicht verhehlen, 
dai ein etwaiger Tyrosingehalt in den Priparaten der Herren 
Neuberg und Mayer manche Beobachtungen dieser Herren 
auch ohne die Annahme eines besonderen «Steincystins» er- 
klaren wirde. 

Was endlich das gleichzeitige Auftreten von Cystin und 
Tyrosin im Harn betrifft, so freuen wir uns, eine Erfahrung 
der Herren Abderhalden und Schittenhelm mit deren Er- 
laubnis hier anfiithren zu konnen, die als Bestiitigung unserer 
Beobachtung gelten kann. Sie fanden némlich in dem Harn 
eines Cystinurikers eine erhebliche Menge von Tyrosin. 
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Versuche iiber den Transport von jodiertem Fett bei 
Phosphorvergiftung. 
Von 


H. Gideon Wells (University of Chicago). 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1905.) 


Bei den Untersuchungen iiber den Ursprung des Fetts in 
fettig degenerierten Organen ist die von Lebedeff im Jahre 
1883 erfundene Methode in letzter Zeit mehr in Anwendung 
gekommen. Diese Methode griindet sich auf das Prinzip, dal 
man in den Fettdepots eines Tieres eine anormale Fettart ein- 
fiihrt, durch Phosphor oder analog wirkende Mittel das Tier 
vergiftet und das anormale Fett in den degenerierten Organen 
aufsucht. Lebedeff gebrauchte Leinol (Ol. Lini). Rosenfeld 
dagegen, der diese Untersuchungsmethode anwandte, haupt- 
siichlich Hammelfett. Der Fetttypus ist durch den Schmelzpunkt 
und die Jodzahl bestimmt worden. Andere Beobachter haben 
sich ziemlich genau an den alten Plan gehalten und im all- 
gemeinen gefunden, dafi der Schmelzpunkt und die Jodzahl 
des von degenerierten Organen extrahierten Fettes eher dem 
fremden, in die Fettdepots des Tieres eingefiihrten Fett ent- 
spricht, als dem normalerweise in den Geweben des Tieres 
enthaltenen. 

Da Leber und Niere, die gewohnlich studierten Organe, 
normalerweise eine erhebliche Menge Fett enthalten, welche 
durch Hungern sich nicht entfernen laBt, enthilt das nach der 
fettigen Degeneration gefundene Fett stets einen gréferen oder 
geringeren Teil dieses normalen Fettes. Hierdurch wird die 
Zusammensetzung des erhaltenen Fettes betrichtlich modifiziert 
und verhindert, da’ die Resultate so entscheidend sind, wie 
erwiinscht. 
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Prof. Salkowski wies mich auf die Mdéglichkeit hin, 
diesen Gegenstand durch Anwendung von einer Jodfettverbindung 
aufzuklairen, da dieses sich viel leichter erkennen als 
Hammelfett oder vegetabile Fette. Diese Methode ist in gewisser 
Beziehung analog den Versuchen von Cavazza, welcher Hunde 
und Mause mit Fett fiitterte, das durch Sudan III gefiirbt war, 
und dann nach der Phosphorvergiftung kleine Fetttrépfchen in 
den Leberzellen nachweisen konnte, welche diesen Farbstoff 
enthielten. Gegen die Methode von Cavazza spricht die Még- 
lichkeit, Fett ungefarbt sein kann, wenn es urspriinglich 
in den Leberzellen gebildet oder abgelagert wird, und dann 
den Farbstoff, der mit der Nahrung hineingebracht oder von 
den Fettdepots abgegeben aufgenommen haben kann. 

Durch Anwendung eines jodierten Fettes wird die quan- 
titative Bestimmung des fremden Fettes durch eine chemische 
Methode erméglicht. Bei diesen Versuchen wurde das Handels- 
produkt Jodipin, das therapeutisch als Jodzufiihrungsmittel be- 
nutzt wird und etwa 10°/o Jod enthélt, Kaninchen subkutan 
eingespritzt. Letztere hatte man so lange hungern lassen, dab 
moglichst viel von dem Korperfett verschwunden war. Sie 
wurden dann mit Phosphor vergiftet und zwar mit moglichst 
groben Dosen, um die Fettdegeneration und den Fetttransport 
so rasch wie moglich zu bewerkstelligen, weil das Jod natiirlich 
nach kurzer Zeit durch den ganzen Korper verbreitet wird. 
Die Vermeidung dieses natiirlichen Transports soweit wie még- 
lich war deshalb erwiinscht, weil man die Befunde in dieser 
Weise keiner Komplikation aussetzen wollte. Bei jedem Ver- 
such wurde ein Kontrolltier genau in derselben Weise behandelt, 
jedoch ohne es mit Phosphor zu vergiften. Die Leber und Niere 
eines jeden Kaninchens wurden gewogen, fein zerhackt und 
getrocknet, zu einem Pulver gemahlen und das Jod kolorimetrisch 
bestimmt nach der von Baumann bei seinen Thyreoidanalysen 
angewandten Methode. Diese wurde gewahlt, weil sie die Auf- 
findung und quantitative Bestimmung von duferst kleinen Jod- 
mengen gestattet. Sogar Mengen und Differenzen von 0,00002 g 
Jod lassen sich hiermit nachweisen. Die erhaltene Jodmenge 
wird so bestimmt, daf man vergieicht mit einer Fiirbung, die 
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erzeugt wird in 5 oder 10 ccm Chloroform durch Jod, das aus 
einer bekannten Jodkaliumlésung frei gemacht wird. 

Letztere enthalt O,0001 g Jodkali pro Kubikzentimeter. 
In der aufgestellten Tabelle der Resultate beziehen sich die 
Zahlen fiir Jodgehalt auf die Menge der bekannten Jodkalium- 
lésung, welche notig ist, einen gleichen Grad der Farbung 
hervorzurufen. 


I. Versuch (18 Stunden). 


Zwei Kaninchen, die urspriinglich 3250 und 3570 g wogen, 
wurden sehr wenig gefiittert, bis sie stark abgemagert waren 
und nur 2420 ¢ und 2540 ¢ Gewicht hatten. Jedes erhielt 
dann eine subkutane Injektion von 25 cem Jodipin und das 
eine noch 5 Pillen von je 0,0002 g Phosphorgehalt. Das ver- 
giftete Tier starb nach 18 Stunden, das Kontrolltier wurde nach 
dieser Zeit getétet. Die Autopsie zeigte, dafi beide Tiere fast 
giinzlich frei von Fett waren hinsichtlich des normalen Fett- 
depots, und daf in der Leber des vergifteten eine geringe fettige 
Degeneration in der Peripherie der Lappehen, dagegen keine 
in der Leber des Kontrolltieres eingetreten war. 

Das Gewicht der getrockneten Organe zeigte ein relatives 
Defizit an festen Bestandteilen in der Leber des vergifteten 
Tieres, ein Zustand, der durchweg bei diesen Versuchen be- 
stitigt wurde. 


Trockensubstanz: 

Leber Niere 
Vergiftetes Tier 20,5 °/o 21 °/o 
Kontrolltier 28,1 20,1 °/o 


Die Jodbestimmung zeigte nur eine Spur Jod, weniger als 
0,05 mg pro Gramm des getrockneten Organs. In beiden Fillen 
war die Reaktion etwas stérker in der Niere als in der Leber. 


Il. Versuch (48 Stunden). 


Drei durch Hungern abgemagerte Kaninchen erhielten je 
eine subkutane Einspritzung von 20 ccm Jodipin, und zwei von 
ihnen je zwei Pillen mit je 0,002 g Phosphor. Nach 24 Stunden 
erhielten sie alle je 10 cem Jodipin und die beiden vergifteten 
je 5 weitere Pillen. Nach 48 Stunden wurden alle 3 getotet. 
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Kaninchen A. Gewicht 2050 g, sehr abgemagert. Die 
Leber zeigte eine schwache fettige Degeneration und wog 115 g. 
Die Nieren zeigten keine groben Veriinderungen und wogen 
18 g. Das Trockengewicht der Leber betrug 19,4°/o, das der 
Niere 22,9°/o. Die Bestimmung ergab pro Gramm Lebersubstanz 
eine Jodmenge, die 0,7 ccm Jodkaliumlésung, pro Gramm Nieren- 
substanz eine solche, die 1 ccm Lésung entsprach. 

Kaninchen B. Gewicht 2250 g, abgemagert, jedoch noch 
etwas Fett enthaltend. Die Leber war miibig degeneriert. Das 
Gewicht derselben betrug 76 g. Die Nieren wiesen keine deut- 
lichen Verianderungen auf und wogen 13 g. Das Trockengewicht 
der Leber war 26,1°/o, das der Nieren 25,1°/o. Das gefundene 
Jod pro Gramm Substanz fiir die Leber entsprach 0,8 cem Jod- 
kaliumlésung, fiir Niere 1 cem Losung. 

Kaninchen C (Kontrolle). Gewicht 1900 g. Eine geringe 
Menge des Korperfetts war noch vorhanden. Die Leber hatte 
keine Anzeichen einer Degeneration und wog 68 g. Die Nieren 
waren normal und wogen 13 g. Trockengewicht der Leber 
31,9°/o, der Nieren 23,6°/o. Das Jod der Leber entsprach 0,7 cem 
Jodkaliumlosung, das der Nieren 0,9 ccm. 


AT. Versuch (72 Stunden). 


Wiahrend 48 Stunden erhielten 2 abgemagerte Kaninchen 
von 2500 resp. 2900 g Gewicht. 40 cem Jodipin subkutan 
eingespritzt, und das eine 17 Pillen von je 0,002 g Phosphor- 
gehalt. Beide wurden nach Ablauf von 72 Stunden getotet. 

Vergiftetes Tier. Gewicht 2450 g, sehr abgemagert 
und fast frei von Koérperfett. Die Leber zeigte eine deutliche 
Degeneration und wog 90,5 g: die Nieren waren ebenfalls sehr 
fettig und wogen 16,05 g. Trockengewicht der Leber 20,6°/o, 
Nieren 20,4°/o. In beiden Organen eine merkliche Spur Jod, 
aber weniger als 0,5 cem Jodkaliumlésung entsprechend, daher 
zu gering, um es genau bestimmen zu kénnen. 

Kontrolltier. Gewicht 2700 g, Koérperfett noch vor- 
handen. Die Leber schien eine sehr geringe Degeneration auf 
der Peripherie der Lappchen aufzuweisen. Gewicht 99 g. Die 
Nieren waren normal im Gewicht: 22,65 g. Trockengewicht: 
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Leber 33,4°/o, Nieren 24,4°/o. In der Leber war nur eine Spur 
Jod, in den Nieren eine Menge, die 1,4 ccm Jodkaliumlésung 
entsprach. 


IV. Versuch (6 Tage). 


Zwei Kaninchen, stark abgemagert, von 1650 resp. 1770 g 
Gewicht erhielten je 53 eem Jodipin subkutan eingespritzt in 
geteilten Dosen wiihrend 4 Tagen. Eines erhielt auberdem 37 
Pillen von je 0,005 g Phosphorgehalt wihrend derselben Zeit. 
Beide wurden nach 6 Tagen getidtet. Das vergiftete Tier war 
sehr krank. 

Vergiftetes Tier. Fast frei von Korperfett. Die Leber 
zeigte eine deutliche fettige Veranderung und wog 58,5 g. Die 
Nieren waren ebenfalls sehr fettig und wogen 14,8 g. Trocken- 
gewicht: Leber 23,7°/0, Nieren 18,5°/o. Das Jod der Leber 
entsprach 2 ccm Jodkaliumlésung, das der Niere 2,8 ccm. Die 
fein gepulverte Lebersubstanz wurde mit Ather in einem Soxhlet- 
apparat extrahiert: das «Fett» betrug 24,2°/o Gewicht der ge- 
trockneten Substanz. Die Untersuchung auf Jod ergab eine 
Menge pro Gramm, die 4,5 ccm JodkaliumlOsung entsprach. 

Kontrolltier, gleich stark abgemagert. Die Leber zeigte 
keine Degeneration, dagegen eine starke Dunkelfiirbung und wog 
47,5 g. Die Nieren waren ebenfalls frei von einer fettigen 
Degeneration und wogen 10,9 g. 

Trockengewicht: Leber 28,2°/o, Niere 24,8°/o. Jodgehalt 
der Leber 1,4 ccm, der Niere 2,6 cem Jodkaliumlésung  ent- 
sprechend. Der iitherische Auszug betrug nur 7,1°/o des Ge- 
wichtes der Trockensubstanz und enthielt pro Gramm eine Jod- 
menge, welcher 2,4 cem Jodkaliumlésung entsprach. 

Es ist ersichtlich, dab wir keine Anzeichen eines Trans- 
ports von Jodipin in irgend welchen erheblichen Mengen von 
der Injektionsstelle zu den fettigen Organen haben. Die ge- 
fundene Jodmenge in den stark fettigen Organen bei den 
Versuchen Ill und [IV betrug nur eine Spur, héchstens 20 mg 
in der ganzen Leber bei Versuch IV: ferner ist kein wesent- 
licher Unterschied zwischen der Jodmenge der Leber der ver- 
gifteten Tiere und der der Kontrolltiere, welche keine makro- 
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skopischen fettigen Anderungen zeigten. Wiire alles Fett in 
der Leber Jodipin gewesen, so hatte man ungefaihr 350 mg 
Jod gefunden. In Ubereinstimmung mit den Versuchen von 
Winternitz scheint es, als ob ein Teil des Jods von dem 
Jodipinmolekiil abgespalten wird und in anorganischer Form 
zirkuliert, wahrend nur ein Teil als jodiertes Fett zirkuliert. 
Denn ein Teil des Jods in der Leber wurde leicht durch Ex- 
traktion mit Ather entfernt, wihrend ein Teil ungelést blieb. 
Das extrahierte Fett war sicherlich zum gr0Sten Teil nicht 
Jodipin, denn es enthielt nur 0,35 mg Jod pro Gramm, wiihrend 
Jodipin 100 mg pro Gramm enthiilt. 


Folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der Resultate: 


| 
| Nieren | Athe- 
Leber en | Leber Nieren 
| od- od- 
Trocken- | Trocken- Auszug 


gewicht | gewicht | gehalt*) | gehalt in %o 


Vergiftetes Tier . 20,5 21,0 Spur | Spur 


| | 
Weshalb diese Versuche keinen Transport von jodiertem 
Fett zeigten, kann man auf verschiedene Weise erklaéren, ohne 


1 Kontrolltier . . 28,1 20,1 > > 
18 Stunden | | 
Vergiftetes Tier . 194 229 07 | 1,0 - 
> 26,1 25,1 0.8 1,0 
2 Kontrolltier . 31,9 23.6 0,7 0.9 
48 Stunden 
Vergiftetes Tier . 20,6 | 20.4 | Spur | Spur ~ 
3 Kontrolltier .. 33,4 24,4 | > | > a 
72 Stunden | | | 
| 
Vergiftetes Tier . 23,7 | 18.5 | 2,0 | 2.8 24,2 
4 Kontrolltier .. | 282 | 248 14 26 7,1 
| 


6 Tage 


‘) Die Zahlen dieser Reihe beziehen sich auf die Anzahl von 
Kubixzentimetern einer Lésung, die 0,0001 g Jodkalium pro Kubikzenti- 
meter enthalt, welche nétig sind, eine gleich starke Farbung in Chloro- 
form zu erzeugen wie 1 g des getrockneten Organs, 
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damit den scheinbar positiven Resultaten bei Leinél und Hammel- 
fett zu widersprechen. 

Zunichst kénnte man anfiihren, daB sich jodiertes Fett 
beim Stoffwechsel vielleicht ganz anders verhilt als normales 
Koérperfett, und dali deshalb ein Vergleich beider unberechtigt 
ist. Zweitens mub die Art der Aufnahme und Ablagerung der 
Fette im Korper in Betracht gezogen werden. Nach Versuchen 
von Castle und Loewenhart!) wird wahrscheinlich das Fett 
aus den Depots in Gestalt einer Siure und das Glycerin als 
solches in die Zellen aufgenommen. Hierbei wird es vielleicht 
abwechselnd gespalten und aufgebaut nach den Gesetzen des 
chemischen Gleichgewichts, infolge der reversiblen Reaktion 
der Lipase. 

Winternitz?) fand, daB Blut und Galle und eine alkalische 
Pankreaslésung, die samtlich Lipase enthalten, Jod aus Jodipin 
abspalten. Die Jodabspaltung kann der alkalischen Wirkung 
dieser Fliissigkeiten auf die frisch getrennten Fettsaéuren zuge- 
schrieben werden. Denn man fand, daf saurer Pankreassaft 
Jodipin in Glycerin und jodierte Fettsauren spaltet, ohne Jod in 
Freiheit zu setzen. 

Daher ist es wohl mdglich, dafh das injizierte Fett, selbst 
wenn es zu den Zellen, die eine Fettdegeneration erleiden, fort- 
gefiihrt wurde, diese nicht als jodiertes Fett erreicht, sondern, 
nachdem es das Jod verloren, infolge der Spaltung durch Lipase 
in den alkalischen Fliissigkeiten. Winternitz stellte fest, dab 
der grobte Teil des Jods im Urin sich wiederfinde, hauptsachlich 
in Form von anorganischen Salzen, allerdings teilweise in or- 
ganischen Verbindungen. Man sieht, daB bei fast jedem Ver- 
such die Nieren mehr Jod enthielten als die Leber. In der Niere 
eines vergifteten Tieres (Versuch III) war viel weniger Jod als 
in der des Kontrolltieres, obwohl sie eine starke Degeneration 
zeigte. Dies kénnte man auf die durch die Erkrankung herab- 
gesetzte sekretorische Funktion der Niere zuriickfiihren. 

Der griéBere Jodgehalt der Niere ist ferner ein Anzeichen 
dafiir, da® jodiertes Fett nicht als solehes transportiert wird, 
Chemical News 1901, Bd. LXXXIII, $. 2150—55. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 425. 
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denn Rosenthal und Rosenfeld haben gezeigt, daB ein ver- 
hiiltnismiéBig kleiner oder gar kein Zuwachs an Fett in degene- 
rierten Nieren von Tieren stattfindet, die mit verschiedenen 
fettige Degeneration erzeugenden Mitteln vergiftet waren. Die 
Abnahme der Organe an festen Bestandteilen wiihrend der De- 
generation zeigt sich deutlich bei diesen Versuchen, denn sie 
ist konstant bei den degenerierten Organen, dagegen fehlt sie 
bei den nicht degenerierten. Der hohe Wassergehalt ist oft direkt 
wahrnehmbar, wenn die degenerierten Organe zerkleinert werden. 
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Katalyse durch Fermente. ') 
Von 
Hans Euler. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1905.) 


Vor einiger Zeit habe ich in dieser Zeitschrift die experi- 
mentellen Resultate einer Untersuchung iiber die chemische 
Dynamik der zellfreien Garung?) mitgeteilt, und nach der Theorie 
fiir monomolekulare Reaktionen homogener Systeme berechnet. 

In letzter Zeit sind indessen gewisse Zweifel iiber die 
Anwendbarkeit der aus der Theorie der Lésungen hergeleiteten 
Gesetze auf enzymatische Reaktionen laut geworden. Es ist 
hervorgehoben worden, dafi die Enzyme Kolloide sind oder mit 
solchen verbunden scheinen, daf sie sich also nicht im Zustand 
der echten Loésung befinden. Diese stark betonte Auffassung hat 
verschiedene Verfasser veranlabt, die Beziehungen zwischen 
homogenen katalytischen Reaktionen und Fermentwirkungen 
zu iibersehen und den fiir letztere gefundenen empirischen Be- 
ziehungen andere Ableitungen anzupassen. 

Es handelt sich hier (sofern nicht mikroskopisch wahr- 
nehmbare Grenzfliichen auftreten) um echte oder Pseudolésungen 
eiweibartiger Substanzen; dieselben als nicht gelést anzusehen, 
liegt meist kein Grund vor. Zwischen LOsungen hochmolekularer 
Stoffe und ultramikroskopischen Suspensionen ist der Ubergang 
kontinuierlich, und es ist zu erwarten, daf die katalytischen 
Wirkungen geléster Fermente von denen ultramikroskopisch 
suspendierter nicht erheblich verschieden sein werden. 

Ich habe nun die bis jetzt studierten Fermentwirkungen 
in zwei Gruppen zusammengestellt, um so einen Uberblick zu 


') Aus Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemie, Bd. II. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 53 (1905). 


tthe 
ate. 
4 
ee 
iy! 
< 
ry 


Katalyse durch Fermente. 421 


geben, inwieweit sich die Fermentwirkungen den Gesetzen ka- 
talytischer Reaktionen im homogenen System anschlieBen: es 
wurden dabei alle diejenigen Beziehungen aufgenommen, welche 
durch Zahlenmaterial geniigend gestiitzt sind. 

Versuchsbedingungen und dergleichen wurden nur so weit 
erwahnt, als sie zur Beurteilung der physikalisch-chemischen 
Ergebnisse erforderlich schienen; beziiglich der chemischen und 
biologischen Einzelheiten kann ich auf die bekannten Werke 
von Duclaux, Hammarsten, Oppenheimer und Green 
verweisen. 


Experimentelle Ergebnisse tiber die Wirkungsweise der Fermente. 


Reaktionen in (kolloidalen oder echten) LOsungen. 


Pepsin. (E. Schiitz, Diese Zeitschrift, Bd. IX, 5. 577, 
1885.) Eine globulinfreie Losung von Eieralbumin (etwa 1 g 
Albumin in 10 cem Loésung) wird mit etwa 5 cem 5°/oiger 
Salzsiiure und der Pepsinlésung versetzt, deren Gehalt bestimmt 
werden soll: diese Mischung wird auf 100 ccm verdiinnt und 
withrend 16 Stunden bei 37,5° gehalten. Man entfernt dann 
das Eiweif aus der Losung und bestimmt aus der optischen 
Drehung letzterer die Menge der gebildeten Peptone. In dieser 
Weise fand Schiitz die Verdauungsgeschwindigkeit proportional 
der Quadratwurzel aus den Pepsinkonzentrationen. 

J. Sj6qvist verfolgte den Verlauf der peptischen Ver- 
dauung durch Messung der elektrischen Leitfihigkeit. (Skand. 
Arch. f. Physiol. Bd. V, 1895.) Von 4 Lésungen, 0,05 norm. 
in bezug auf Salzsiiure, enthielt jede 2,23 Albumin und aufer- 
dem 2,5 resp. 5,10 und 15 ccm Pepsinlosung. Es ergab sich, 
dafi die Verminderung der Leitfihigkeit wéhrend der ersten 
zwei Stunden unzweideutig der Quadratwurzel aus der Pepsin- 
konzentration proportional ist. Bei weiter fortschreitender Reak- 
tion wird nach Sjéqvist die Geschwindigkeit eine andere. 
Leider fehlen die Angaben der Endwerte der Leitfihigkeit, mit 
welchen der zeitliche Verlauf der Verdauung hitte berechnet 
werden konnen. 

Spiiter haben Huppert und Schiitz in Pfliigers Arch., 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 28 
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Bd. LXXX, S. 470 (1900) die bereits erwiéhnten Resultate von 
KE. Schiitz und weitere Versuche mit Albumin und Pepsin mit- 
geteilt. Die entstehenden sekundiiren Albumosen wurden wieder 
polarimetrisch bestimmt. «Die Mengen der gebildeten sekundiiren 
Albumosen verhalten sich wie die Quadratwurzeln aus den 
Zeiten». Ferner «stehen die Mengen des verdauten Albumins, 
die Summe der Zwischenprodukte und die Mengen der sekun- 
diiren Albumosen in demselben Verhaltnis wie die zu den Ver- 
suchen verwendeten Albuminmengen, namlich 1: 2:3: 

Julius Schiitz!) stellte neue Versuche mit geléstem 
Hiihnereiweify in der Weise an, dai er das unverdaute Eiweil 
seiner nach 15 Stunden entnommenen Versuchsproben_ koa- 
gulierte und im Filtrat den Stickstoff nach Kjeldahl bestimmte. 
Auch durch diese Versuche wurde die Schiitzsche Regel be- 
stiitigt. Nur bei sehr hohen Pepsinkonzentrationen verliert die- 
selbe thre Giiltigkeit, wie schon E. Schiitz festgestellt hatte. 

Spriggs?) hat den Verlauf der Pepsinwirkung durch 
Messungen der inneren Reibung im Ostwaldschen Viskosi- 
meter verfolgt. 

Uber die peptische und tryptische Proteolyse von Weizen- 
protein durch Malzextrakt hat Fr. Weis?) sehr zahlreiche Ver- 
suche angestellt. Er fand, dafi die peptische Wirkung relativ 
schnell verliauft, wihrend die tryptische Zerlegung der Albumosen 
langsam weitergeht: beide Wirkungen konnen bis zu einem 
gewissen Grad getrennt werden. Von den Resultaten, deren 
eingehendere Bearbeitung vielfach auf Schwierigkeiten stobit, 
ist hervorzuheben, dafi auch bei der Proteolyse des Pflanzen- 
proteins in einem gewissen Konzentrationsgebiet wenigstens die 
Schiitzsche Regel zu gelten scheint. Der Exponent der Fer- 
mentkonzentration wiichst nach den Versuchen S. 176 1. c. mit 
steigender Verdiinnung des Ferments von 0,5 bis 1. Ferner 
habe ich die Versuchsreihen berechnet, in welchen Weis die 
Konzentration des Substrats (Proteins) variiert hat. Das Resul- 
tat kann z. B. aus folgender Tabelle entnommen werden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 1 (1900). 
?) Journ. of Physiol., 28, V. (1902). 
*) Meddelelser. fra Carlsberg-Lab., Bd. V, 5. 127 (1903). 
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Nach 5 Stunden. *) Nach 2 Stunden. ') 
Protein-| Umge- | Protein- Umge- | 
setzter setzter | 
konzen- N | i —_ konzen- N | 1 a | 
tration t log k-a-10 tration kK t log k-a-10 
a | des Ge- a des Ge- | 
samt-N | | _samt-N 
| | | | 
1°%o | 36,2 | 0.00065 6d | 220 | 0.00090 90 
| 259 | 0,00043 | 86 2% | 17.0 0,00067 134 
3°) | 20,3 0,00033 100 3°%o 13,1 | 0,00051 | 153 
4% 16,0 0,00025 100 91 | 0.00085 140 
5% | 13,2 | 0,00020, | 102 5% | 7.9 | 0.00030 
| | 


Die Reaktionskonstante k sinkt mit steigender Protein- 
konzentration; das Produkt k-.a (a — Anfangskonzentration 
des Proteins) steigt anfangs mit steigendem a und wird bei 
groBeren Proteinkonzentrationen in einem gewissen Gebiet 
konstant. 

Die Einwirkung von Trypsin auf Gelatine haben V. Henri 
und Larguier des Bancels (C. r. Bd. CXXXVI, 8. 1581, 1902) 
mit Hilfe von Leitfihigkeitsmessungen studiert. Indem sie, wie 
friiher Sjéqvist die Anderung der Leitfiihigkeit dem Fortschreiten 
der Reaktion proportional setzen, finden sie die Formel : In — 
bestatigt. 

Fibrinferment. E. Fuld, Hofmeisters Beitriige, Bd. II, 
5. 514, 1902. Das Plasma von Vogelblut wurde mit der Fer- 
mentlésung (Extrakt eines Muskels mit 0,8°/oiger Kochsalz- 
losung) vermischt. Die Gerinnungsgeschwindigkeit steigt lang- 
samer als der Fermentgehalt: die Schiitzsche Regel stimmt 


annahernd; genauer stimmt die Beziehung = (=) 
2 2 
(k — Gerinnungsgeschwindigkeit, Fermentkonzentration). 


Fiir lange Gerinnungszeiten, also kleine Enzymkonzentrationen 
gilt diese Beziehung nicht mehr, die Gerinnungsdauer nimmt 
dann unverhaltnismabig schnell zu. 


‘) Die Zahlen der beiden Tabellen sind in 2 getrennten Versuchis- 
reihen erhalten worden und deshalb unter sich nicht vergleichbar. 
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Labferment (Chymosin). Eingehende Versuche tiber 
die Milchgerinnung durch das von Hammarsten entdeckte Lab- 
ferment sind neuerdings von E. Fuld, Hofmeisters beitriige, 
Bd. Il, S. 169, 1902 angestellt worden, und zwar mit Misch- 
ungen von frischer Kuhmilch und Wittes Lab. Er fand die 
schon friiher bekannte Proportionalitéit zwischen Gerinnungs- 
geschwindigkeit und Enzymkonzentration. Weiters stelle Fuld 
fest, dafi das Lab auf die Milch mit gleichformiger Geschwin- 
digkeit wirkt, und zog hieraus den richtigen Schluf, dab die 
Konzentration an unverandertem Casein ohne jeden Einflub auf 
den Prozef ist. Die Proportionalitiét erfiihrt auch fiir beliebig 
kleine Labdosen und beliebig lange Zeiten keine Einschrankung. 
Nitheres iiber den Labungsvorgang vergleiche |. c. 5. 176.1) 

Beziiglich der Bedeutung der Kalksalze fir die Wirkung 
der koagulierenden Fermente sei auf die grundlegenden Ar- 
beiten von Hammarsten (Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 5. 333 
und Bd. XXVIII, 5. 98) und die neueren Untersuchungen von 
H. Conradi und von Loevenhart (Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 
5. 180, 1904) verwiesen. 

Von Pawlow ist die Identitéit der proteolytischen und 
koagulierenden Enzyme behauptet worden. Diese interessante 
Behauptung ist noch niher zu_ priifen. 

Amylase. Bereits aus ilteren Versuchen geht hervor, 
dafi die Spaltung der Stirke angeniihert proportional ist der 
Quadratwurzel aus der Menge der Malzdiastase. Nach neueren 
Versuchen von V. Henri (Lois générales des diastases, Paris 
1903) verliiuft die Starkespaltung nach der logarithmischen 
Kurve, wenn man die gebildete Maltose als Mafi der Reaktions- 
geschwindigkeit nimmt. Speicheldiastase wirkt ebenfalls pro- 
portional der Wurzel aus der Fermentkonzentration H. T. Brown 
und T. A. Glendinning (Journ. Chem. Soc., Bd. LAXXI, 8. 388, 
1902). Wiisseriges Malzextrakt wird mit 3°/oigen LOsungen los- 
licher Stiirke vermischt. In von Zeit zu Zeit herausgenommenen 
Proben wird das Enzym durch Kochen zerstért und die ge- 


Vergl. auch Reichel und Spiro, Hofmeisters Beitraige, Bd. 
S. 68 (1904). Ein ahnliches Gesetz hat schon friher Dubourg fiir Urin- 
ferment gefunden (Duclaux, Traité II, 137). 
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spaltene Menge Stirke gravimetrisch mit Fehlings Losung be- 
stimmt. Der Reaktionsverlauf schliebt sich ziemlich gut der 


1 
Formel —— In —-— = k, an. 
x 


Invertase. Die ersten Forscher, welche den Reaktions- 
verlauf dieses Fermentes eingehender studierten, waren O’Sul- 
livan und Tompson (Journ. Chem. Soc., Bd. LVII, 5. 834, 
1890) und Tammann (Diese Zeitschrift, Bd. XVI, 5. 312, 1891). 
O'Sullivan und Tompson extrahierten Hefe, die zweimonat- 
licher Selbstverdauung ausgesetzt war, und fiillten den Extrakt 
mit Alkohol. Sie selbst zogen aus ihren Messungen den Schiub, 
dafi die fermentative Inversion gleichwie die Siiureinversion 
der logarithmischen Kurve folgt.') 

Im Gegensatz zu den englischen Forschern fand Tammann, 
dab die Invertasewirkung nicht durch eine logarithmische Kurve 
darstellbar ist, sondern komplizierten Gesetzen gehorcht: der 
Reaktionsverlauf andert sich wesentlich bei wechselnder Ferment- 
menge. Vergl. |. ¢., Tab. V. Bei wachsender Rohrzuckermenge 
tritt eine starke Verzogerung der Anfangsgeschwindigkeit ein. 

Nach Duclaux?) ist die Geschwindigkeit der fermenta- 
tiven Inversion wihrend der ganzen Reaktion konstant, also 
die invertierte Zuckermenge einfach proportional der Zeit, 


V. Henri (Zeitschrift fiir physik. Chem., Bd. XXXIX, S. 194, 
1901). Das Ferment wurde aus dem wiisserigen Hefeextrakt 
mit Alkohol gefallt, das im Vacuum aufbewahrte Pulver mit 
Wasser verrieben und die Lésung filtriert. Es ergab sich, dal 
die Inversion des Rohrzuckers durch Invertin dem Gesetz 


2k, 


folgt. Die Konstante k, iindert sich mit der Anfangskonzen- 
tration a und zwar ist sie um so grofer, je kleiner a ist. Das 
Produkt 2 k, a wirkt mit steigendem a fiir kleinere Konzen- 


') Henri zeigte spiiter (1. c.), dafi die Werte von k nicht konstant 
sind, sondern dauernd wachsen. 
*) Ann. de l'Institut Pasteur, Bd. XII, S. 96, 1898. 
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trationen (unterhalb 0,15 normal Rohrzucker), bleibt fiir mittlere 
Konzentrationen (O.45—0,5 normal) konstant und sinkt fiir 
weiter steigende Konzentration a. Fiir Rohrzuckerkonzentra- 
tionen von 0,4—O,1 normal ist die Inversionsgeschwindigkeit 
proportional der Fermentkonzentration. Bei héherer Zuckerkon- 
zentration (0,5 normal) steigt die Geschwindigkeit (k) lang- 
samer als die Konzentration der Invertase. 

Maltase. Hier liegen zwei, vorliufig nicht vereinbare An- 
gaben vor. KE. F. Armstrong hat schnell getrocknete Hefe mit 
Wasser extrahiert und den filtrierten, klaren Extrakt angewandt 
(Proc. Roy. Soc. Bd. LXXIIT, S. 508). Berechnet dieser Autor seine 

a 
a—X 
k-Werte mit der Zeit stark ab. Dagegen finden V. Henri und 
Mile. Ch. Philoche (Soc. Biol. Bd. LVII, 5. 171, 1904), daB nach 
ihren Versuchen die aus der obigen Formel berechneten k-Werte 
zuerst sehr stark ansteigen und spiiter etwas fallen. Bessere 
Konstanz liefert die Berechnung nach der fiir Invertase aufgestell- 


‘ 1 
Messungen nach der Formel = In = k, so nehmen die 


1 a+x 
ten Formel k bezw. der Formel von Bodenstein 
‘ x a 
| 
t a a—X 


Wie letztere Autoren gefunden haben, verzogert iibrigens Liivulose 
die Maltasewirkung starker als Glukose. 

Laktase. Auch bei diesem Ferment zeigt sich deutlich 
die Abhiingigkeit der Reaktion vom Konzentrationsverhaltnis 
Enzym: Substrat. E. F. Armstrong?) hat iber die Einwirkung 
von Laktase auf Milchzucker 6 Versuche mitgeteilt, welche zur 
Orientierung dienen kOnnen. Von diesen seien hier zwei mit- 
geteilt: x = hydrolysierter Milchzucker in Prozenten ausgedriickt, 


1 100 


‘) Einige Versuche iiber die Einwirkung von Hefemaltase auf Maltose 
teilt auch R. O. Herzog mit (Zeitschr. f. Allg. Physiologie, Bd. IV, S. 177. 
190-4). 

*) Proc. Roy. Soc., Bd. LXXIII, S. 506 (1904). 
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2 g Milchzucker in 100 ccm. 


100 ccm Enzymextrakt 40 ccm Enzymextrakt 
t Stunden x k t Stunden x k 
1 22,1 0.1085 1/5 3,2 0,0423 
2 31,2 0.0812 6,4 0,0430 
3 38.9 0.0713 1 9.6 0.0438 
4 45,8 0,066 Ite 13,2 0,0410 
5 51,5 0,0629 2 16,4 0.0389 
6 56,6 0,0604 3 20,8 0,0338 
10 69.0 0.0509 5 25,2 0.0252 
38 98,0 00447 100 89.6 0,0082 


Emulsin. Wir verdanken Tammann?) quantitative Unter- 
suchungen iiber die Spaltung von Amygdalin, Salicin, Arbutin 
und Coniferin, welche zum Teil polarimetrisch ausgefiihrt wurden, 
zum Teil durch Bestimmung des Traubenzuckers. Es ergab sich 
wie beim Invertin das Resultat, dai die Spaltungen durch das 
Emulsin unvollstandig verlaufen, «weil das Ferment sich wiihrend 
der Reaktion in eine unwirksame Modifikation umwandelt». 
Diese Umwandlung, die Lihmung des Ferments, wird durch die 
Spaltungsprodukte veranlafit, doch kommt nicht diesen ausschlief- 
lich jene Eigenschaft zu. Die unwirksame Fermentmodifikation 
ist nur unter den Bedingungen des Endzustandes existenzfahig; 
werden diese veriindert, so kann die Reaktion weiter verlaufen. 

Auch V. Henri?) fand, dai die Emulsinspaltung nicht der 
logarithmischen Kurve der Siurespaltung folgt; die Reaktions- 
konstante nimmt im Verlauf der Reaktion dauernd ab. Wie bei 
der Invertase verzOgert sowohl das Substrat wie die Spaltprodukte 
die Geschwindigkeit; aber — im Gegensatz zur Invertase — 
verzogern letztere stiirker als das Substrat. 

Desgleichen kann die Spaltung von Salicin und Amygdalin 
nach R. O. Herzog durch eine Gleichung von der Form 


—— = (k, — k, x) (a— x) 


dargestellt werden. 3) 


') Diese Zeitschrift, Bd. XVI, 8. 3. 
”) Lois générales des diastases. 
*) K. Akad. v. Wetenschappen, Amsterdam 1903. 
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Lipasenund Butyrasen. J.H.Kastle und A.S. Loeven- 
hart (Amer. Chem. J., Bd. XXIV, S. 491, 1902). J. H. Kastle, 
M. Ek. Johnstone und E. Elvove (Amer. Chem. J., Bd. XXX], 
S. 521, 1904). Das Ferment wurde aus Schweinsleber gewonnen, 
und es wurde nur filtriertes Extrakt angewandt. Die hydro- 
lytische Spaltung des Athylbutyrats wurde nach der Formel fiir 
Reaktionen 1. Ordnung berechnet. Die Abnahme der Konstanten 
fihren die Verf. auf den schiidigenden EinfluB der entstehenden 
Siiuren zuriick. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist angenahert pro- 
portional der Enzymkonzentration. Nach Kastle und Loeven- 
hart!) bildet Lipase aus Alkohol und Buttersiiure Athylbutyrat 
zurick. Bei relativ hohen Esterkonzentrationen ist die in der 
Zeiteinheit hydrolysierte Estermenge unabhiingig von der Kon- 
zentration des Esters, es ist also k-a=—=konst. Das fettspal- 
tende Ferment des Magens hat bereits friiher W. Stade?) 
sehr eingehend und konsequent untersucht. Die Versuche wurden 
mit einer Mischung von Eigelblésung und neutralisiertem Magen- 
saft angestellt. Ich habe den zeitlichen Verlauf der Fettspaltung 
nach den von Stade gegebenen Versuchsdaten berechnet; folgende 
zwei ‘Tabellen zeigen das Resultat. 


- Abgespaltene | | Abgespaltene | 
Stunden Fettsiuren k-6-10* | Stunden Fettsiuren | k-6- 10° 
_ in Prozenten | in Prozenten 
i i | | 
2 BO 12 24,1 | 100 
4 | 256 | 82 16 24 | 80 
6 | 298 | 26 20) 27,3 69 
8 353 | 2 36 39,5 61 
10 | 37,6 20 4) 40 Dd 
25 | 49,5 12 46 46,2 51 
30 if 65 53.6 
8 


Die Konstanten k sind nach der fiir monomolekulare Reaktionen 
giiltigen Formel berechnet. Die Abnahme derselben ist die gleiche wie 
die von Kastle fiir Athylbutyrat gefundene und ist sehr wahrscheinlich 
durch die entstehenden Siiuren hervorgerufen. 


4) Amer. Chem. J.. Bd. XXIV, S. 491 (1901). 
*) Hofm. Beitr., Bd. III, S. 291 (1902). 
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Was den Einfluf der Fettkonzentration betrifft, so ist bei 
kleinen Fettmengen die Spaltungsgeschwindigkeit unabhiingig von 
der Fettkonzentration, es wird also von einer bestimmten Ferment- 
menge in der Zeiteinheit prozentisch gleich viel Fett zerlegt. 
Grobere Fettmengen werden langsamer gespalten. Versuche iiber 
den Einflub der Fermentkonzentration bestiitigen das schon friiher 
von Volhard?) mitgeteilte Resultat, dab auch das Magensteapsin 
der Regel von Schiitz folgt und zwar sehr genau. Bezeichnet p 
die Konzentration der Verdauungsprodukte, f die Steapsinkon- 


zentration, t die Zeit in Stunden, so ist k = TE konstant, 
ft 
wie z. B. folgende Versuchsreihe zeigt: 
p f = k 
45:65 = 49 
195:4 = 49 
150:3 = 5,0 
85:2 = 4235 
47:1 = 47 


Zymase. Den Verlauf der zellfreien Giarung habe ich 
in Buchners Laboratorium untersucht.2) Die bei der Girung 
entweichende Kohlensiiure wurde teils durch Wigung teils volu- 
metrisch bestimmt. 


a 
—. = k zeigte sich ziemlich kon- 


Der Ausdruck In 


stant, solange nicht EiweiBniederschliige in der Lisung auftraten; 
dies war stets in der zweiten Hilfte der Reaktion der Fall, 
in welcher k stark sank. 

1. Mit steigender Zuckerkonzentration nimmt die Giirungs- 
geschwindigkeit stark ab. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist der Anfangskonzentration 
nicht umgekehrt proportional und k - a ist somit keine konstante 
Gréfe, sondern wird im untersuchten Gebiet um so griber, je 
kleiner a wird. 

2. Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt schneller als die 


‘) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. XLII, S. 414, und Bd. XLIII, S. 397 
(1901). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 53 (1905). 
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Konzentration des Prefisaftes aber durchgehends langsamer als 
das Quadrat derselben. Berechnet man den Exponenten n nach 
der Gleichung n = (Ink, — Ink,) : (In e, — In c,) so findet man, 
dai n bei gleichem Zuckergehalt mit abnehmendem k,, also 
mit abnehmender Konzentration der Zymase steigt: 

k,-10° 10,0 8,6 3.5 1,2 

n 1,29 1,33 1,52 1,67 

Die Zahlen scheinen darauf hinzudeuten, dah bei sehr 
hoher Girkraft Proportionalitat zwischen der Konzentration des 
Prefsaftes und der Girungsgeschwindigkeit erreicht wiirde. 

Oxydasen. Die Geschwindigkeit, mit welcher Peroxydase 
und Wasserstoffsuperoxyd auf HJ einwirken, haben A. Bach 
und R. Chodat (Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 24 u. 
34, 1904) mit dem Massenwirkungsgesetz wbereinstimmend ge- 
funden. 

Lacease. Nach G. Bertrand wird die Oxydationsge- 
schwindigkeit unter dem Einflu{ der «Laccase» sowohl durch 
die Konzentration des eiweibartigen Bestandteiles als des hydro- 
lysierten Teiles der anwesenden Mangansalze bedingt. Chemisch- 
dynamische Messungen tiber den Mechanismus des Vorgangs 
fehlen noch. 

Das oxydierende Ferment von Lebergeweben ist 
beziiglich seiner Wirkung auf Salicylaldehyd sehr eingehend 
von A. Medwedew untersucht worden (Pfliigers Archiv, 
Bd. LXV, S. 249 [1896]; Bd. LXXIV, S. 193 [1899]; Bd. LXXXT, 
S. 540 [1900] und Bd. CIII, S. 403 [1904}). 

Beziiglich des Endzustandes bezw. Gleichgewichtes er- 
gab sich folgendes: Erster Fall; relativ hohe Konzentration des 
Salievlaldehyds in neutraler-saurer Losung. Die Konzentration 
des Oxydationsproduktes (Salicylséure) ist umgekehrt propor- 
tional der Quadratwurzel aus der Konzentration der zu oxy- 
dierenden Substanz und anniihernd proportional dem Quadrate 
der Konzentration des Fermentes. 

Zweiter Fall; relativ hohe Konzentration des Sulicylalde- 
hyds in neutraler-alkalischer Lésung: Eine und dieselbe Menge 
des Fermentes gibt zum Schluf der Reaktion d.h. bis zum 
vollstiindigen Erschépfen der Oxydationsfahigkeit eine und die- 
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selbe Menge Siéure, unabhiingig von der Konzentration des 
Aldehyds. 

Beziiglich der Geschwindigkeit wurde gefunden: a) Wird 
der Fermentmenge m eine tiberschiissige Menge Aldehyd a zu- 
gesetzt, so ist die Oxydationsgeschwindigkeit proportional der 
Quadratwurzel aus der Konzentration des Aldehyds. Durch die 
Oxydation wird das Ferment inaktiviert; die Inaktivierungs- 
geschwindigkeit labt sich durch folgende Gleichung ausdriicken 


1x 
— = k Va—ax. (m— x) 


wenn m die Konzentration des Fermentes, a diejenige des Al- 
dehyds und x die Konzentration des zur Zeit t inaktivierten 
Fermentes bedeuten. 

b) Die Konzentration des Aldehyds ist geringer als die- 
jenige, welche durch die vorhandene Fermentmenge oxydiert 
werden kann; in diesem Fall ist die Oxydationsgeschwindigkeit 
proportional dem Quadrate der Konzentration des Aldehyds 

dx 


<~ = k (a—x)? 
wenn x die Konzentration des zur Zeit t umgesetzten Aldehyds 
und a dessen Anfangskonzentration bedeuten. 

Katalasen. Diese von O. Loew!) als besondere Art 
aufgestellten Enzyme folgen in ihrer Wirkung auf H,O, — 
wenigstens in einem gewissen Konzentrationsgebiet — den 
Forderungen der chemischen Dynamik. G. Senter hat ein 
H,O, zersetzendes Ferment aus defibriniertem Blut gewonnen,?) 
W. Issajew) hat ein solches Ferment mit Wasser aus Hefe 
extrahiert; ich habe Extrakte aus Boletus scaber*) und aus 
tierischem Fett5) niaher untersucht. Die Milchkatalase hat 
Faitelowitz®) studiert. Die fermentative Spaltung des Wasser- 
stoffsuperoxyds erwies sich bei den untersuchten Katalasen als 


‘) Rep. U. S. Department of Agriculture, Washington 1901. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. XLIV, S. 257 (1903), und Proc. 
Roy. Soce., Bd. LXXIV, S. 201—2 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 102 (1904), 

*) Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. I (1904). Hofm. Beitr. (1905), 

°) Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. I, S. 357 (1904). 

*) Inaug.-Diss. Heidelberg 1904 (Bredig). 
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eine Reaktion erster Ordnung, welche proportional mit der Kon- 
zentration des Enzyms verliuft. Die Abweichungen, welche 
Issajew bei der Hefekatalase gefunden hat, sind wohl zum 
Teil durch mangelnde Reinheit der Lésung zu erklaren — die 
Hefe ist bekanntlich schwer zu reinigen. Kleinere Abweichungen 
treten auch bei den iibrigen Katalasen auf, wenn die Wasser- 
stoffsuperoxydlésung konzentriert, namlich #/100—'/300 normal 
(Senter), bezw. das Enzym relativ verdinnt (Kuler) zur Wir- 
kung kommt. 

Zum Vergleich mit den Katalasen sei hier noch auf die 
Wirkungsweise des kolloidalen Platins in Wasserstoffsuperoxyd- 
ldsungen hingewiesen (Bredig und seine Schiiler). Die Zersetz- 
ung des Wasserstoffsuperoxyds in neutraler und saurer Losung 
geschieht nach der Formel k = = : 

t a—x 
schwindigkeit ist wenig abhiingig von der Anfangskonzentration 
des Wasserstoffsuperoxyds. Die Wirkung des kolloidalen Platins 
steigt schneller als dessen Konzentration, der Wert 
Ink, — Ink, 

Ine, — Ine, 
wechselte zwischen 1,59 und 1,33. 


Die Reaktionsge- 


n= 


Reaktionen in heterogenen Systemen. 


Pepsin. Die iiltesten, von E. Briicke') angestellten Ver- 
suche lassen erkennen, dafi bei relativ hohen Pepsinkonzen- 
trationen Proportionalitaét zwischen Geschwindigkeit und Fer- 
mentkonzentration eintritt. 

Mit Hilfe der Mettschen Methode haben Borrissow?”) 
und Samojloff%) die Regel von Schiitz gepriift und bestatigt. 

J. Sjoqvist4) hat die Repsinwirkung auch im heterogenen 
System untersucht. Die angewandten Konzentrationen waren 
0,05 norm. HCl und 2 g Eiweif in 100 ccm, wihrend die 
Pepsinmengen in den Verhiltnissen 1: 8 variiert wurden 
Wesentlich ist, daf die Digestionsproben sich (bei 37°) in 


') Wiener Sitzungsber., Bd. XXXVI, S. 131 (1859). 
2) Dissertation, Petersburg 1891. 

*) Arch. Soc. Biol., Bd. Il, 5S. 699, 1893. 

*) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. V, 8S. 277 (1894). 
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steter Bewegung befanden. Von Zeit zu Zeit herausgenommene, 
schnell abgekithlte Proben wurden zentrifugiert, wobei sich das 
ungeldste Eiweif als fester Kuchen absetzte. «Es zeigte sich, 
daB der Reaktionsverlauf der Pepsindigestion sich durch die 
Gleichung ausdriicken laBt: dx/dt = konst. P (10,40—x), worin 
x die umgesetzte Eiweiiimenge, t die Zeit in Stunden, P die 
relative Pepsinmenge und 10,40 die zu lésende Eiweibmenge 
(Anfangskonzentration) ist. Es war also unter diesen Um- 
stiinden die Umsetzung in jedem Moment der noch umzu- 
setzenden Menge proportional. 

Trypsin. Nach Pawlow (1. ¢. 8. 33) hat die Schiitz- 
Borissowsche Regel auch fiir Trypsin volle Giiltigkeit. 

Spater hat H. M. Vernon!) im wesentlichen nach der 
Mettschen Methode gearbeitet und glaubt aus seinen Resultaten 
den SchluB ziehen zu kénnen, dab sich die Digestionsgeschwin- 
digkeiten wie die Quadratwurzeln aus den Trypsinkonzentra- 
tionen verhalten. 


Isolierte Glutinaselésung Verd. Gelatine 
nia Gefunden | Berechnet 

mm | mm 

2 6,5 6,5 

2+ 2H,0 4,5 4,5 
2+ 4 » 4 3,72 
2+ 6 >» fast 3,5 3,25 
2+ 8 3 2,9 
2+ > 25 2.69 
2+ 16 > 1,5 2,17 
2 + 30 >» 0,5 1,6 


L. Pollak hat neuerdings?) ebenfalls mit der Methode 
von Mett die Wirkungsweise seines isolierten, auf Gelatine 
wirkenden tryptischen Fermentes Glutinase untersucht und ge- 
langt nach obiger Zusammenstellung zum Resultat, das die 
Wirksamkeit des isolierten Leimfermentes zwar nicht genau 


‘) Journ. of Physiol., Bd. XXVI, S. 420 (1901). 
*) Hofm. Beitr., Bd. VI, S. 95 (1904). 
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der Regel von Schiitz entspricht, sich derselben aber doch 
weit mehr anniahert, als das beim Fermentgemenge eines ge- 
woOhnlichen Pankreasinfuses oder des Griiblerschen Trypsins 
der Fall ist. 

Das amylolytische Ferment des Pankreassaftes 
verzuckert Stirke gleichfalls nach der Regel von Schiitz- 
Borissow, wie Versuche von Glinski und Walther!) gezeigt 
haben, welche in Pawlows Laboratorium diinne Glasréhrchen 
mit gefiirbtem Stirkekleister fiillten und nach einer gewissen 
Zeit (1/2 Stunde) die Liinge der aufgelésten Starkesiule maben.) 

Lipase. Das Cytoplasma von Ricinussamen spaltet Baumil 
in Gegenwart von (mit Essigsiiure) angesduertem Wasser. Diese 
interessante Fermentwirkung hat M. Nicloux *) untersucht. 
Bei sehr starker Fermentwirkung sind die Werte In | 
konstant. Kleine Mengen Cytoplasma (suspendiert) im zu spal- 
tenden Ol wirken proportional ihrer Menge. 

Zymase. J.H. Aberson‘) hat die alkoholische Garung 
der Glykose sehr eingehend untersucht. Die Hefe wird in einer 
mit Niihrlosung versetzten Glykosel6sung suspendiert und in 
einem Rotationsapparat geschiittelt. 

Von Zeit zu Zeit herausgenommene Proben werden von 
der Hefe abfiltriert, worauf der Zuckergehalt polarimetrisch be- 
stimmt wird. Berechnet man die Versuche so, wie wenn ein 
homogenes System vorliige, so ergibt sich, dah die nach Forme! 
; In — berechneten Konstanten erheblich steigen (wobei der 
Zuwachs der Hefe bereits beriicksichtigt ist). Eine bessere 


') Vergl. Pawlow, Arbeit der Verdauungsdriisen, 5. 34. 

?) Uber die Umwandlung von Stirkekleister in Zucker durch: 
Speichelferment liegt eine altere Arbeit von Cohnheim vor (Virchows 
Archiv, Bd. XXVIII, S. 246, 1863). 

Auch eine Untersuchung von A. Schwarzer (Journ. f. praktische 
Chemie, Bd. I, S. 25, 1879) ist hier zu erwiéhnen. 

*) C. r. Soc. Biol., Bd. LVI, S. 840. Siehe ferner V. Henri und 
M. Nicloux, C. r. Soe. Biol., Bd. LVIL, S. 175 (1905). 

*) Rec. Trav. Chim. d. Pays-Bas, Bd. XXII, 5. 78 (1904). 
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Konstanz hat Aberson fiir die Werte k, = _ In atte gefunden. 
Die Geschwindigkeit der Giirung ist der Hefemenge nahezu pro- 
portional. Die k,-Werte nehmen mit steigender Anfangskonzen- 
tration a des Zuckers ab, dagegen steigen die Produkte k,+a 
mit steigendem a. 

Die sehr zahlreichen Versuche Abersons iiber den End- 
zustand der Glukoselésungen, welcher unter den verschiedenen 
Bedingungen erreicht wird, und iiber die Umkehrbarkeit der 
Giirung koOnnen hier nicht besprochen werden. 

R.O.Herzog!) hat vorliiufige Versuche ver6ffentlicht, welche 
er mit Acetondauerhefe (Zymin aus der Fabrik Schroder) an- 
gestellt hat. Der Verlauf der Giirung wurde durch Wigung der 
entwickelten Kohlensiure verfolgt. Auch Herzog hat die Emul- 
sion von Zymin in GlukoselOsungen rechnerisch als homogenes 
System behandelt. 

Der Reaktionsverlauf liibt sich teilweise durch die Forme! 
1 a 1 


a+x 
—|In———, teilweise durch — In od besser darstellen. Als 
a—x t a—x 


k C,\n , 
Exponent n der Gleichung = gibt Herzog den Wert 2 an. 
2 2 


Um zu erfahren, wie sich dieser Exponent mit der Kon- 
zentration der Zuckerldsungen iindert, habe ich noch weitere 
Versuche mit Acetondauerhefe angestellt, und zwar ist mir von 
der Firma A. Schroder ein glykogenarmes Priiparat geliefert 
worden, dessen Selbstgiirung vollstandig vernachlissigt werden 
konnte. Die entwickelte Kohlensiiure wurde volumetrisch be- 
stimmt,?) und zwar entwickelte sich die Kohlenséure stiandig 
unter mechanischem Schiitteln und unter dem Unterdruck von 
19 Atmosphire. Fehler durch Ubersiittigung wurden dadureh 
vermieden. Diese Versuchsanordnung diirfte der von Herzog 
angewandten vorzuziehen sein: den Verlauf der Giirung fand 
ich wenigstens durchaus regelmiibiger als Herzog, wie z. B. 
folgende Zahlen zeigen: 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 149 (1902). 

?) Vergl. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 56 (1905). 
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20 ccm 1-norm.-Glukoselésung. 
3,6 g Zymin. 
Vor dem Versuch entwickelt: 138 ccm CO,. 


Zeit in Minuten | O | 36 93 118 192 | 258 393 433 
ccm entwickeltes CO, | | 9 
30° 560 | | | | | | 222 320 | 349 
20 ccm 1-norm.-Glukoselésung. 
1,2 Zymin. 
Vor dem Versuch entwickelt: 12 ecm CO,. 
Zeit in Minuten | O | 36. 92 | 188 | 256 | 391 | 440 
| | | | | 
ccm entwickeltes CO, | | | 4a | ar 
| | 


Berechnet man meine Resultate in der Art, wie dies 

1 a 

Herzog (I. ¢.) tut, so erhiilt man nach dem Ausdruck 
a—x 


eine sehr befriedigende Konstanz. 

Ich arbeitete mit 0,5-, 1-, 1,5- und 2-norm.-Glukoselésungen 
und variierte die Zymasemenge wie in obigem Versuch, auber- 
dem im Verhiiltnis 1:2 (3 bezw. 1,5 g Zymin auf 20 ccm 
Lisung). Gegen meine Erwartung ergab sich aus meinen Ver- 
suchen das Resultat fiir das von mir untersuchte Konzentrations- 
gebiet, dab die Reaktionsgeschwindigkeit mit der Zymin- 
menge um so stirker zunimmt, je verdiinnter die 
CGlykoselésung ist; der Exponent n der Gleichung = = mi 
wiichst also mit zunehmender Verdiinnung. 

Betrachten wir zuniichst die Reaktionen im homogenen 
System, so fillt die Ungleichheit der Formeln auf, durch welche 
die Wirkung der Fermente dargestellt wird. Methodische Fehler, 
welche allerdings in diesem Gebiet vielfach noch erheblich sind, 
kOnnen nur in wenigen Fiillen die Resultate wesentlich beein- 
flu8t haben, da der Reaktionsverlauf, besonders die Rolle mit- 
wirkender Siituren, Basen und Salze vielfach qualitativ noch 
unvollkommen erkannt ist; die mathematische Behandlung ent- 


x 
hes 
od 
yr 
Hat 
| 


Katalyse durch Fermente. 437 


behrt in diesen Fallen der sicheren Grundlage. Ferner bemerkt 
man die Abweichung dieser Formeln von den fiir anorganische 
Katalysatoren giiltigen, obwohl ja fiir die Fermente dieselben 
Gesetze zu erwarten wiiren. 

Die Abweichungen von den einfachen Reaktionsgesetzen 
haben eine Reihe von Hypothesen hervorgerufen, deren Einzel- 
heiten sich gedriingt kaum referieren lassen. Dieselben beziehen 
sich zum groben Teil auf die bemerkenswerte Tatsache, dab 
die Gesetze der Fermentreaktionen — wirklich oder scheinbar — 
sich mit der relativen Konzentration von Substrat und 
Ferment dndern. Diese Tatsache hat viele Autoren zu der 
Annahme gefiihrt, dafi zwischen Ferment und Substrat eine 
Verbindung eintritt, welche die Geschwindigkeit der Reaktion 
bedingt. 

Uber die Rolle dieser intermediiiren Verbindungen gehen 
die Annahmen der verschiedenen Autoren, Hanriet, Brown, 
Glendinning, Bodenstein, Henri, Medwedew, Armstrong, 
teilweise auseinander. V. Henri hat diese Annahme mathe- 
matisch formuliert.?) 

Wird einer Lésung, welche die Substratmenge a—x und 
und die Menge x des Umwandlungsproduktes enthilt, die Ferment- 
menge ® zugesetzt, so wird sich ein Anteil von ®, etwa z, mit 
dem Substrat, ein Teil, etwa y, mit dem Umwandlungsprodukt 
verbinden. Der freie Anteil des Ferments werde mit X be- 
zeichnet. Die Bildung dieser Verbindungen soll nach dem Massen- 
wirkungsgesetz erfolgen; m und n bezeichnen Gleichgewichts- 
konstanten. 

Man erhilt dann die folgenden Gleichungen: 


m 

Nun kénnen zwei verschiedene Annahmen gemacht werden. 

1. Man kann annehmen, daf der freie Anteil des Fer- 
ments, X, mit dem Substrat reagiert; in diesem Fall ist die 
Reaktionsgeschwindigkeit proportional mit X und a— x; es 
= ® (a — x) 
a  1+me—s)+ 

C. r., Bd. CXXXV, S. 916, 1902. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 29 
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der Fermentkonz 


Ferment Reaktionskonst. k = | __ log ky — log k, 
log 
Pepsin 0.5 (Schiitz’ Rege| 
0.5 
0.5 
[0,5] 
| [0,5] 
if 
| 
)a— 
Trypsin 
is a 
| a—x | 
| | [0.5] 
Fibrinferment 0,585 
Labferment | 1 
Diastase log | 
1 a+x 
2t log a—x | 
[0.5] 
Maltase log sinkt 
t | 
a x a | 
a + log) 
Laktase = log —— sinkt | 
t a—x | 
1 a+x 
Invertase log 1 (unter 0,4 norm. Zacks: 
1 | 
(= 4 log + log 
1 ‘ 
Emulsin log sinkt 
t Pa—x 


Lipasen, Butyrasen. 


Zymase 
Lebende Hefe 
Acetondauerhefe 


Hefeprefsaft 
Oxydase 


Katalasen 


40a / €x a 
t ( a ! 3 log a—x + t 


1 a—€x 
log =) (1 € xX 


1 a : 
— log —— sinkt 
t 


Wie bei Invertase 


[1] 


[2 (Herzog)| 

2,1—1,6 (Euler)! 

n sinkt mit steigende! 
von 1,67—1,29 

2 


xk una 


k-a st 
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Finflus der Sub- 
stratkonz. a 


Bemerkung 


Autor 


unabh. von a 


steigt mit a, spa-) 
‘er k-a == konst. | 


a wachst mit a 
a = konst. 


asinkt mit steig. a) 


5.2 = konst. 
= konst. 
a sinkt 


i wachst mit stei- 
zendem a] 
sinkt mit wach- 
endem a] 
sinkt mit wach- 
psendem a 
= konst. Va 
= konst. a? 


}= konst. 


Bei kleinerem a 
bei groéferem a 


Der n-Wert gilt nicht 
f. kleine Enzymkonz. 


fiir a > 0.5 norm. 
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mentwirkung 


mentkonzentr. 


far a< O15 norm. 
fiira=0,15n.—0,5n.. 
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Kleinere Fettkonz. 
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n=1 bei hoher Fer- 
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2. Man kann annehmen, dafi die Verbindung z zwischen 
Substrat und Ferment ein instabiles Zwischenprodukt ist, welches 
sich zersetzt unter Riickbildung der entsprechenden Ferment- 
menge. In diesem Fall ist die Geschwindigkeit proportional 

dx k.-® (a — x) 
mit z, es wird also ——- = und es 
dt 1 -+- m (a — x) ++ nx 
fiihren somit beide Annahmen zum gleichen Ausdruck. 


Durch Integration der Gleichung erhilt man:!) 


af, Xx a 
n) + nin + 
Setzt man m = 30 und n = 10, so erhilt man 
10a Xx a 1 a 
“| + in + t a—x 


die so gerechneten Werte k stimmen befriedigend mit den Be- 
obachtungen iiberein, und zwar in recht weiten Grenzen der 
Substratkonzentration. 

Aus der obigen Differentialgleichung erhiilt man fiir x = 0 


die Anfangsgeschwindigkeit ——_———-. Ist a sehr klein, so ver- 


schwindet m-a gegen 1 und die Anfangsgeschwindigkeit ist 
proportional der Konzentration; je grofer a wird, desto mehr 
niihert sich die Anfangsgeschwindigkeit der Konstanz und wird 
schlieblich -—. 
m 
Auch fiir den Fall, daB von Anfang an Spaltprodukte zu- 
gegen sind, hat Henri die Fermente abgeleitet und mit der 
Erfahrung in Ubereinstimmung gefunden. 


‘) Durch das zweite Glied unterschied sich diese Formel von der- 
jenigen von Bodenstein. Bei der Berechnung der Henrischen Ver- 
suche hat Bodenstein die Annahme gemacht, dafi die Wirksamkeit 
des Ferments sowohl durch die Saccharose als durch den Invertzucker 
beeinfluft wird, und zwar ist die erstere Beeinflussung grifer als die 
zweite. Unter dieser Annahme gelangt Bodenstein zu der Gleichung 


wenn m und n die Konstanten, welche die Aktivitétsbeeinflussung des 
Fermentes ausdriicken. 


f 
| 
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Bei dem Versuch, die Formeln von Bodenstein und 
Henri auf die proteolytischen Reaktionen (natiirlich soweit sie 
in LOsung verlaufen) auszudehnen, habe ich indessen bedeutend 
weniger guten Anschluf an das Experiment gefunden; auch 
fiigen sich meine Versuche tiber zellfreie alkoholische Giirung 
nicht (ohne spezielle Annahme) der Theorie von Bodenstein 
und Henri. 

Vielleicht sind es derartige Schwierigkeiten gewesen, 
welche vor einiger Zeit Herrn R. O. Herzog!) zu einem Ver- 
such veranlaBbt haben, Enzymlosungen als heterogene Systeme 
zu behandeln. 

«Stellen wir uns vor», schreibt Herzog, «dab ein Kapillar- 
system, bei welchem die Kapillarwiinde durch die Oberfliche 
des Enzyms gebildet werden, vorliegt; kapillare Vorgiinge er- 
setzen die mechanische Rithrung. Dann wird der inneren Reibung 
ein bedeutender EinfluB zufallen: der gréBeren Viskositiit ent- 
spricht eine relative Abnahme der Zufuhr an umwandelbarem 
Stoff in der Zeiteinheit.» «Sei k die Geschwindigkeitskonstante, 
a die Konzentration an umwandelbarem Stoff, n die innere 


Reibung, dann setzen wir k = (—) worn m eine Kon- 


stante bedeutet. 
Rudorfs Ausdruck fiir die innere Reibung 
n = R + Aa + Ba, + Ca, 
(R, A, B, C sind Konstanten) wird in obige Formel eingefiihrt 
und dabei R = O gesetzt. Es folgt dann 


( 
~~ \Aa + Ba, + Ca, 

«Die Berechnung hat ergeben, dafi m = !/2 gesetzt werden 
kann und daf die Anwendung von bereits zwei Konstanten 
geniigende Ubereinstimmung liefert.» Diese Ubereinstimmung 
ist im Original nachzusehen. 

Gegen diese Ableitung von Herzog hat Henri?) eine 
Reihe von, wie mir scheint, sehr berechtigten Einwiinden er- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 416 (1904). 
*) C. r. Soc. Biol., Bd. LVI, S. 173 (1904) und Zeitschrift f. physik. 
Chemie, Bd. LI, 8. 19 (1908). 
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hoben, deren Widerlegung!) Herzog nicht gelungen ist. Zu- 
niichst ist nicht einzusehen, wie Herzog daran festhalten kann, 
dafi in Rudorfs Ausdruck fiir n jemals R = O gesetzt werden 
kann, und daf fiir a = O auch R = 0 werden miisse. Sodann 
streiten vielfach die Erfahrungen gegen den von Herzog ge- 
forderten Zusammenhang zwischen ‘innerer Reibung und Ge- 
schwindigkeit der Enzymreaktionen. Ich verweise diesbeziiglich 
auf die Antwort von V. Henri. 

Herzog ist bei seiner Darstellung von folgender Uber- 
legung Nernsts ausgegangen: «In der Grenzfliche zwischen 
zwel miteinander reagierenden Phasen besteht stets Gleich- 
gewicht: die eigentlichen chemischen Prozesse finden im Innern 
einer Phase statt, und wenn sie schnell genug verlaufen, so ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit allein bestimmt durch die Geschwin- 
digkeit, mit der sich die Konzentrationsunterschiede zwischen der 
Grenzfliiche und dem Innern der Phasen durch Diffusion aus- 
gleichen.» Inwiefern der erstere Satz allgemein ist, soll hier nicht 
diskutiert werden: daf unter den genannten Umstiinden die Dif- 
fusion den zeitlichen Verlauf heterogener Reaktionen bedingt, 
diirfte nilemand bezweifelt haben. Herrn Herzog gegeniiber ist zu 
erinnern, dab die Bedingung: «wenn sie schnell genug verlaufen» 
sehr wesentlich ist. Die Diffusionsgeschwindigkeit wird den Ver- 
lauf der Reaktionen im heterogenen System nur dann bestimmen, 
wenn die Reaktionsgeschwindigkeit so grof ist, dafi die Losung 
an reagierendem Stoff verarmt, wenn also der Grenzschicht in 
der Zeiteinheit durch Diffusion nicht so viel Substanz zugefihrt 
werden kann, als durch die Reaktion verschwindet. 

Die zu Beginn dieser Mitteilung gegebene Zusammen- 
stellung tiber den zeitlichen Verlauf der Enzymreaktionen zeigt, 
dali — mit sehr wenig Ausnahmen — die Enzymreaktionen 
so langsam verlaufen, die Konzentration der Lésung an 
der hypothetischen Grenzfliiche zwischen Ferment und Losung 
sehr wohl aufrecht erhalten werden kann, Herzogs Behandlung 
der Enzyme als «Kapillarsysteme> entspricht deswegen nicht 
der Wirklichkeit, weil wir es hier (unter Beibehaltung der An- 
nahme eines heterogenen Systems) mit Kapillarrohren von etwa 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 222, 1904. 
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der Gréfenordnung der molekularen Dimensionen zu tun haben. 

Der Ausgleich durch Diffusion wird also, im Gegensatz zu 
obiger Bedingung, im Vergleich zur Reaktionsgeschwindigkeit 
sehr schnell erfolgen. 

Das vorliegende Zahlenmaterial zeigt ferner — und zwar 
die beststudierten Enzyme gerade am deutlichsten —, dab die 
Fermentwirkung um so vollkommener den fiir katalytische Re- 
aktionen geltenden Gesetzen folgt, je grofer die Konzentration 
des Enzyms im Verhaltnis zum Substrat ist; ich erinnere an 
Henris Versuche iiber Invertase, an die fiir Zymase erhaltenen 
Resultate. Gerade das Gegenteil wire zu erwarten, wenn es 
sich um einen Diffusionsvorgang im Sinne Herzogs handelte. 

Zu den schnell verlaufenden Fermentwirkungen gehort 
diejenige der Katalasen. Eine 0,005 norm. Wasserstoffsuperoxd- 
JOsung wird von einer starken Katalaselésung in ungefiihr 
10 Minuten zu 50°/o zersetzt. Gerade in diesem Fall haben 
wir alle Forderungen der chemischen Dynamik recht anniihernd 
erfiillt, und es ist die Annahme, dai hier ein heterogenes System 
vorliegt, einerseits nicht wahrscheinlich und andererseits un- 
notig, da sich ja die Vorgange durch die allgemeinen Gesetze 
der LoOsungen darstellen lassen. Es ist deswegen auffallend, 
daB neuerdings G. Senter!) gerade die Katalaselésungen als 
heterogene Systeme auffassen will. 

In die Tabelle S. 438 habe ich auch die wirklich im 
heterogenen System, also in der wahrnehmbaren Grenzflache 
zweier Phasen verlaufenden Reaktionen aufgenommen. 

Fir den Vergleich zwischen dem Verlauf im homogenen 
und heterogenen System bieten die Arbeiten tiber das Pepsin 
das beste Material. Aus diesen scheint hervorzugehen, dal fir 
die Verdauung in beiden Fiillen die gleichen Beziehungen gelten. 
Falls sich dies an weiteren Versuchen bestitigt, wird man den 
Schlu8 ziehen diirfen, da8 auch unter den Versuchsbedingungen, 
wie sie etwa SjOqvist gewihlt hat, die Reaktion so langsam 
verliiuft, daf gegenitiber dieser der zeitliche Verlauf der Diffusion 
nicht in Betracht kommt. * 


1) Proc Roy. Soc., Bd. LXXIV, S. 201 (1904) und Zeitschrift f. physik. 
Chemie, Bd. LI, S. 673 (1905). 
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Auch die alkoholische Girung ist seit kurzem sowohl in 
Losung wie auch im _ heterogenen System untersucht. Die 
Zymaselosung wurde von mir nach der bekannten Methode 
von KE. Buchner dargestellt, Aberson hat lebende Hefe, Herzog 
Acetondauerhefe in Zuckerlésungen suspendiert, ebenso O. Gri- 
goriew.!) Wihrend das Zahlenmaterial von Aberson sehr 
reichhaltig ist, betrachtet Herzog seine Versuche nur als vor- 
liufige und hat infolgedessen seine Versuchsbedingungen nicht 
sehr vielseitig varilert. Die Resultate der vier Untersuchungen 
sind im wesentlichen die folgenden: 


Aceton- |, Zymaseldsung 
| _ dauerhefe (Prefisaft) 
| | 1 
a 
Reaktionskonstante k = In ax | ode 
| | (Vergl. 1. ¢. 
1 a+x 
S. 62) 
| t | 
| 
KinflufS§ der Hefemenge | 
bezw. Konzentration der 2 (Herzog) 
Zyinase | 1 15 1,67 — 1,29 
= log k, — log k, (Grigoriew) 
log c, — log ec, | | 
der k -awichstmit wiichst im untersuchten 


Zuckerkonzentration a steigendema | Gebiet mit abnehmendem a 


,onstante ler Tempera- 
K te A der Temperé 7803.5 9053 
turformel von Arrhenius 


In der lebenden Hefe und der Acetondauerhefe haben 
wir ein ausgepriigt heterogenes System, indem hier das Substrat 
durch eine Scheidewand zum Ferment diffundieren mub. In 
welchem Grad bei den Versuchen mit lebender Hefe Neubildung 
bezw. Sekretion der Zymase in Betracht kommt, ist schwer 
zu sagen. Man koinnte die Unterschiede der Resultate Aber- 
sons von den mit Acetondauerhefe und Hefeprefsaft erhaltenen 
dadurch erkliren, daB in der lebenden Hefe relativ sehr grobe 
Mengen Zymase wirksam waren, wiahrend die Hefe bei der 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 299 (1904). 
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Acetonbehandlung immerhin erheblich geschwiicht wird und 
auch durch das Buchnersche Prefverfahren der Hefe nur ein 
Teil der Zymase entzogen wird. 

Herzog selbst scheint zu der Auffassung gekommen zu 
sein, dab die Acetondauerhefe kein giinstiges Material fiir chemisch- 
dynamische Versuche ist. Wegen des von Herzog angegebenen 
hohen Wertes n = 2 (der Wert ist offenbar abgerundet) habe 
ich weitere Versuche und zwar mit glykogenarmer Dauerhefe 
angestellt, um zu sehen, ob nicht, wie dies bei homogenen 
Systemen zutrifft, dieser Wert mit steigender Hefemenge bezw. ab- 
nehmender Zuckermenge abnimmt. Dies ist nicht der Fall, wie 
die folgenden Zahlen zeigen, die ich des Vergleichs wegen in 
der gleichen Art berechnet habe wie Herzog (vergl. S. 444). 


- log k, — log k, 
log c, — log c, 

normal 2.1 

{ » | 1.9 

2 > | 1,6 


Eine sichere Deutung dieser Resultate diirfte vorlaufig 
kaum zu geben sein. Daf aber bei Arbeiten mit Acetondauer- 
hefe die Zellwand eine Rolle spielt, geht aus folgenden Ver- 
suchen hervor. 

In zwei Reibschalen wurden je 10 g Acetondauerhefe 
(Schroders glykogenarmes Zymin) mit je 2 ccm verdiinnter 
Zuckerlosung angefeuchtet und mit 70 g feinstem Seesand ver- 
setzt. Der Inhalt der einen Reibschale wurde mit einem Glas- 
stab zu einem homogenen Brei gemischt, derjenige der anderen 
wurde 15 Minuten lang kriftig zerrieben. Hierdurch wurden 
zwar bei weitem nicht alle, aber ein grober Teil der Hefezellen 
zerrissen, wie mikroskopisch festgestellt wurde. 

Aus jeder der beiden Reibschalen wurden 3 Proben, jede 
zu 10 g, genau abgewogen und mit 20 ccm einer !/2-normalen 
Glykoselésung versetzt. Die Garungsgeschwindigkeit wurde im 
Thermostaten bei 30° gemessen, und zwar wurden die Messungen 
begonnen, nachdem das Gemisch sich 2 Stunden im Thermo- 
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staten befunden hatte. Berechnet man die Reaktionsgeschwindig- 
keit in derselben Art, wie dies Herzog getan hat, so erhiilt 


man folgende Konstanten k = Ld In : 
t a-—x 
Unzerriebene Aceton- Zerriebene Aceton- 
dauerhefe dauerhefe 
K = 0.00120 0.00125 0,00116 0,00133  0,00138 0.00144 
Mittel 0,00120 0,00137 


Dafi die Aufschlimmung von Zellen in Lésungen_ nicht 
ohne weiteres als homogenes System behandelt werden darf, 
ist wohl unbestreitbar. Wenn, wie dies bei der Hefe der Fall 
ist, die Gesamtreaktion innerhalb der Zellen vor sich geht, 
kommen die Konzentrationen in diesen nicht in der umgebenden 
Losung in betracht; ob aber diese beiden Konzentrationen 
gleich oder auch nur proportional sind, dafiir haben wir keinen 
Anhaltspunkt. Gewii haben die Messungen von Aberson und 
Herzog Interesse, nur beziiglich der Wirkungsweise der Fer- 
mente diirften sie einstweilen noch keine eindeutigen Auf- 
schitisse liefern. 

Die Auffassung der Fermentlésung im allgemeinen als 
heterogene Systeme hat sich in der Ankiindigung einer neuen 
Theorie auch V. Henri angeschlossen. Das Substrat soll sich 
zwischen der Losung und dem Ferment (Kolloidphase) in einem 


gewissen Verhiiltnis —*- verteilen, entsprechend den fiir die 


1 
Absorption bekannten Beziehungen. Inwieweit die Erfahrungen 


sich nach diesem Prinzip darstellen lassen, ist erst abzuwarten. 
Uber die Absorption von Kristalloiden durch Pseudolésungen 
bezw. ultramikroskopische Lésungen von Kolloiden ist bis jetzt 
so auberordentlich wenig bekannt, da es jedenfalls vieler Ver- 
suche bediirfen wird, um eine sichere Grundlage zu schaffen. 

Beibehalten wird also von Henri die von ihm und Boden- 
stein, von A. Brown,!) Glendinning?) und Armstrong’) 
angenommene partielle Verbindung zwischen Ferment und Sub- 


') Journ. Chem. Soc., Bd. LXXXI, S. 373, 1902. 
*) Journ. Chem. Soe., Bd. LXXXI, 8. 388, 1902. 
‘) Proe. Roy. Soc., Bd. LXXIII, 5. 526, 1904. 
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strat, nur daf nach Henris neuester Entwicklung die Verteilung 
des Substrates zwischen Ferment und Wasser nicht nach kon- 
stanten Proportionen zu erfolgen braucht, sondern nach einem 
empirisch festzustellenden Verteilungskoeffizienten. 

In der Tat hat die Annahme, dafi eine Verbindung zwischen 
Ferment und Substrat die Fermentreaktion vermittelt, die Tat- 
sachen zwar noch nicht vollstiindig, aber bis jetzt am besten 
darstellen lassen (Bodenstein, Henri). Die Wirkungsweise 
der Fermente und der anorganischen Katalysatoren erscheint 
somit als gleichartig: beide vermehren die Konzentration der 
(die Reaktion vermittelnden) aktiven Molekiile.') 


Stockholms Hégskola. 


‘) H. Euler, Zeitschrift f. physik. Chemie, Bd. XXXVI, S. 641, 1901 
und Bd. XLVI, 8. 353, 1904, 
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Uber die Taurocholeinsaure der Rindergalle. 
Von 


Alf. Gullbring. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1905.) 


Dali in der Rindergalle auber der gewOhnlichen Cholséure 
noch eine zweite Cholalsaéure, die von Latschinof?) entdeckte 
Choleinsiiure, als gepaarte Siure vorkommt, ist aufer Zweifel 
gestellt. Ob daneben auch die von Mylius?) beschriebene Desoxy- 
cholsiiture, welche angeblich durch Reduktion aus der Cholsaure 
entstehen soll, in der Galle als besondere Siiure vorkommt, 
oder ob sie mit der Choleinsiiure identisch ist, steht noch da- 
hin. Sicher bewiesen ist jedenfalls das Vorkommen von zwei 
Cholalsiuren, niémlich Cholsiiture und Choleinsiaure, und der 
Theorie nach ist also das Vorkommen von vier gepaarten Gallen- 
siituren mdoglich. 

Von diesen vier Siiuren sind schon liangst die Glykochol- 
und die Taurocholsiure durch die Arbeiten von Strecker?) 
bekannt geworden, wenn auch die Darstellung der letztgenannten 
Siiure in freiem Zustande, in reinen Kristallen erst in der letzten 
Zeit Hammarsten‘) gelungen ist. Die Glykocholeinsiure ist 
in dem hiesigen physiologisch-chemischen Laboratorium vor ein 
paar Jahren von Wahlgren®) isoliert worden, und es blieb 
also nur tibrig, auch die etwa vorhandene Taurocholeinséure 
zu isolieren. 

Die zu dem Zwecke bisher ausgefiihrten Untersuchungen 
an der Rindergalle sind erfolglos gewesen. Aus der Hundegalle, 


') Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XVIII, 2. 

2) Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XIX, 1. 

*) Annalen der Chemie und Pharmacie, Bd. LXV, LXVII, LXX. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. 
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welche der gang und gibe Vorstellung gemiifh nur schwefel- 
haltige Gallensauren enthalt, hat dagegen Hammarsten!) eine 
von der gewohnlichen Taurocholséiure wesentlich verschiedene, 
gepaarte, schwefelhaltige Gallensiiure isoliert, welche nach der 
Spaltung mit Alkali eine Cholalsiiure lieferte, die ein schwer- 
lésliches Baryumsalz gab und wie die Choleinsiiure sich ver- 
hielt. Allem Anscheine nach war diese gepaarte Siiure also 
eine Taurocholeinsaure. 

Bei dieser Sachlage war es von Interesse, die Tauro- 
choleinsiiure auch aus der Kindergalle wenn midglich zu iso- 
lieren, und auf Anregung und unter Leitung des Herrn Professor 
Hammarsten habe ich eine solche Arbeit unternommen. Aus 
leicht ersichtlichen Griinden kam es hierbei in erster Linie 
darauf an, die schwefelreichsten Fraktionen der Galle als Aus- 
gangsmaterial zu benutzen. Um solche Fraktionen zu erhalten, 
bin ich im wesentlichen dem von Tengstr6ém?) angegebenen 
Verfahren gefolgt. 

Die beim Schlachten der Tiere erhaltene, ganz frische 
Galle wurde immer unmittelbar verarbeitet. Sie wurde in einigen 
Fallen erst konzentriert und dann mit Alkohol vom «Schleime » 
befreit, in anderen Fillen wurde sie direkt mit dem 6fachen 
Volumen Alkohol gefillt und dann filtriert. In beiden Fillen 
wurde das alkoholische Filtrat zur Trockne verdunstet und der 
Riickstand in so viel Wasser geldst, dafi man eine 2- oder 
4°/oige Losung erhielt. Diese Lésung wurde mit Alaunlésung 
(10°/o) gefallt und das Filtrat mit einer 5°/oigen Losung von 
Kisenchlorid versetzt, bis in der sauer gewordenen Fliissigkeit 
durch mehr Eisenchlorid keine weitere Fiillung entstand. Das 
von dem Eisenniederschlage getrennte Filtrat, welches Eisen- 
chlorid im Uberschu8 enthielt, wurde nun durch Zusatz von 
Natriumearbonat auf fast neutrale, nur diuberst schwach saure 
Reaktion gebracht, wobei eine zweite Eisenfiillung entstand 
(Kisenfraktion 2). 

Die Alaunfraktion und die Eisenfraktion 1 enthalten aller- 
dings ziemlich viel Schwefel, sind aber so reich an Glykochol- 

Diese Zeitschrift, Bd. XLIL 

?) Diese Zeitschrift, Bd. XLL. 
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siiuren, daB sie nicht gut auf Taurocholsiiuren verarbeitet werden 
kénnen. Die Eisenfraktion 2 wurde durch Behandlung mit 
Natriumearbonat in die entsprechenden gallensauren Alkalien 
iibergefiihrt. Die so erhaltenen Alkaliverbindungen wurden in 
wiisseriger Loésung von Salzséure nicht gefallt und enthielten 
3,4°/o Schwefel. Alle Versuche, aus dieser Fraktion durch frak- 
tionierte Fiillung mit Eisenchlorid oder in anderer Weise Frak- 
tionen darzustellen, welche den fiir reines Taurocholat berech- 
neten Schwefelgehalt hatten, waren erfolglos, und zwar aus 
dem Grunde, dafi einerseits von den Fiillungsmitteln der Glyko- 
cholate immer reichliche Mengen der Taurocholate mit aus- 
gefiaillt wurden, und anderseits die Taurocholsiiuren immer reich- 
liche Mengen der Glykocholsiuren in Losung halten. 

Es blieb also nichts anderes iibrig, als das von den Eisen- 
fiillungen getrennte Filtrat, welches man, wie schon Teng- 
strom fand, frei oder fast ganz frei von Glykocholat erhalten 
kann, zur Darstellung der Taurocholséuren zu verwenden. 

Infolge der wechselnden Zusammensetzung der Rinder- 
galle, d. h. infolge der wechselnden Mengenverhiiltnisse der 
verschiedenen Gallensiiuren, kann indessen dieses Filtrat in 
einzelnen Fallen etwas verschiedenartig sich verhalten, und 
dem entsprechend kann auch die weitere Verarbeitung desselben 
in verschiedenen Fiillen etwas ungleich sich gestalten. 

Immer wird jedoch das Filtrat bei neutraler oder schwach 
alkalischer Reaktion erst bei Zimmertemperatur mit Chlornatrium 
vollstindig gesittigt, und hierbei erhilt man immer einen aus 
Taurocholaten bestehenden Niederschlag. Das hiervon getrennte, 
mit Salz gesittigte Filtrat versetzt man dann mit Salzsiiure 
bis zu 1°/o HCl, und gerade bei dieser Prozedur kann das 
Filtrat in verschiedenen Fallen ein ungleiches Verhalten zeigen. 
Bisweilen wird es fast nicht gefallt oder nur schwach getriibt: 
in anderen Fiillen triibt es sich dagegen stark und setzt eine 
zahe, harz- oder honigithnliche Masse ab. In dem Filtrate hier- 
von kénnen dann nach und nach weitere Flockchen sich aus- 
scheiden. 

In einem Falle, wo ich sowohl diesen zihen, ‘honigihn- 
lichen Niedersehlag wie die genannten Fléckchen in groferer 
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Menge erhielt, konnten sie niiher untersucht werden. Sie wurden 
also je fiir sich gesondert aufgesammelt, in die entsprechenden 
Alkalisalze tibergefiihrt und wie gewohnlich mit Alkohol gereinigt. 
Beide verhielten sich qualitativ gleich, und ihre Losungen hatten 
einen anderen, nicht siiblichen und viel stiarker bitteren Ge- 
schmack als die der Taurocholsiiure. 

Es war also wahrscheinlich, dab hier wenigstens zum Teil 
Taurocholeinsiure vorlag, und es wurde nun eine Schwefel- 
bestimmung teils in dem aus der ziihen Masse (a) und teils 
in dem aus den FlOckchen (b) dargestellten Natriumsalze aus- 
gefiihrt. Das Ergebnis war folgendes: 

a) 0,543 g lieferten 0,222 g BaSO, = 0,030489 g S = 5,61°/o Schwefel 
b) 0,345 > » O140> » = 0,019228 > = 557% >» 

Die beiden Fraktionen hatten also denselben Gehalt an 
Schwefel, welcher, wenn man ihn in gewohnliches Taurocholat 
umrechnet, 94,44, bezw. 93,45°/o Taurocholat entspricht. Da 
also beide Fraktionen identisch waren, wurden sie zusammen- 
gemischt und weiter verarbeitet. Allem Anscheine nach hatte 
man hier Taurocholeinsiiure, mit Taurocholsiure gemengt und 
vielleicht auch von Fettsauren aus Seifen verunreinigt, zu er- 
warten, und aus dem Grunde versuchte ich erst die gewohn- 
liche Taurocholsiure nach der Methode von Hammarsten 
abzuscheiden. Zu dem Ende wurden 5 g der Alkaliverbindungen 
mit salzsaurehaltigem Alkohol behandelt, die LGsung wurde von 
den Chloriden durch Filtration getrennt und das Filtrat mit 
Ather versetzt. Die Taurocholsiiure schied sich hierbei all- 
mihlich in Drusen oder Ballen von feinen Nadeln aus, und 
wenn nach einigen Tagen keine Vermehrung der Kristalle mehr 
zu beobachten war, wurde die Lésung in einen neuen Kolben 
iibergefiihrt und mit neuem Ather versetzt. Dieses Verfahren 
wurde wiederholt, bis keine weiteren Kristalle sich bildeten. 
Da die gesamte so gewonnene Kristallmasse offenbar nicht der 
ganzen in Arbeit genommenen Menge der gallensauren Salze 
entsprach und also noch eine Menge Gallensiiure in dem Alkohol- 
iither zu erwarten war, wurde der letztere der spontanen Ver- 
dunstung iiberlassen. Die riickstiindige alkoholische Lisung 
wurde mit einer Lésung von Natriumearbonat behandelt, ein- 
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getrocknet und mit Alkohol vom iiberschiissigen Carbonat und 
von dem Natriumchloride befreit. Die Menge des so gewonnenen 
Salzes war rund 1 g, also etwa 20° 0 von dem in Arbeit ge- 
nommenen Taurocholatgemenge. Dieses Salz hatte einen stark 
bitteren Geschmack ohne siifen Nebengeschmack. 

Die Schwefelbestimmung ergab folgendes: 

0,414 g Substanz lieferten 0,154 g BaSO, = 0,021150 g $ 

= 9),12°/o Schwefel. 

Der gefundene Schwefelgehalt, 5,12°/o, welcher etwa 
Taurocholat entspricht, war also nun etwas niedriger als friher, 
was offenbar daher riihrte, dai die Fettsiuren der beigemengten 
Seifen in der Alkoholiitherlosung zuriickgeblieben waren. Das 
noch tibrige Salz wurde deshalb noch einmal nach dem von 
Hammarsten zur Darstellung von Taurocholsiure angegebenen 
Verfahren auf freie Gallensiituren verarbeitet. Es wurden zu 
dem Zwecke 0,5 g mit siiurehaltigem Aikohol zerlegt und mit 
Ather versetzt. Es schied sich nunmehr keine Taurocholsiiure 
in Kristallen aus, sondern es wurde nur eine amorphe, harzige 
Masse gewonnen. Wenn in dem Filtrate durch neuen Ather- 
zusatz keine weitere Triibung auftrat, wurde die harzige Masse 
wie gewoOhnlich in das Natriumsalz iibergefiihrt, mit Alkohol 
gereinigt und zu einer Schwefelbestimmung verwendet. 

0,3582 g lieferten 0,1516 g BaSO, = 0,020820 g $ 
== 5,81°/o Schwefel. 

Der Schwefelgehalt, 5,81°/0, in gewOhnliches Taurocholat 
umgerechnet, entspricht also einem Gehalte von 97,15 °/o Tauro- 
cholat. 

Das Natriumsalz dieser Taurocholsiure wurde durch Siitti- 
gung mit NaCl aus der wiisserigen Lésung als eine Olige Masse 
gefallt. Die LOsung wurde von Bleizucker, Kupfersulfat, Silber- 
nitrat, Alaun oder Chlorbaryum nicht gefiillt oder getriibt. Blei- 
essig fiillte sie reichlich und ebenso wurde sie von Eisenchlorid 
gefiillt. Die freie Saure war amorph, mit groBber Neigung, Wasser 
aus der Luft aufzunehmen und zu zerflieBen. Dieselbe, von 
Parke!) beobachtete Neigung seiner aus Hundegalle darge- 


‘) Felix Hoppe-Seyler, Medizinisch-chemische Untersuchungen 
1866, Heft 1. 
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stellten Taurocholsadure, an der Luft zu zerflieBen, diirfte wohl 
auch offenbar von der Beimengung dieser zweiten Siure her- 
riihren. Die freie Saéure war leicht léslich in Alkohol und konnte 
aus dieser Lisung durch eine hinreichende Menge von Ather, 
Aceton, Benzol oder Chloroform gefillt werden. Sie fiel immer 
amorph aus und bisher habe ich sie nicht in Kristallen er- 
halten konnen. 

Es gelang mir also in demjenigen Niederschlage, welcher 
in dem salzgesiattigten Endfiltrate durch Zusatz von Salzsiure 
entstand, eine Taurocholsiure (oder richtiger eine schwefel- 
haltige Gallensiure) nachzuweisen, die sowohl beziiglich des 
Geschmackes wie der chemischen Reaktionen wesentlich von 
der gewohnlichen Taurocholsiiure abwich. 

Wie oben bemerkt, erhalt man indessen in dem mit NaCl 
gesiittigten, von den ausgeschiedenen Gallensalzen getrennten 
Filtrate nicht immer durch Zusatz von Salzsiiure einen Nieder- 
schlag. In dem obengenannten Falle, wo ich im ganzen 20 g 
einer solchen Fallung erhielt, waren 400 g getrocknete schleim- 
freie Galle in Arbeit genommen worden. In einem anderen 
Falle, wo ich 150 g getrockneter Galle verarbeitete, war die 
Menge des Niederschlages nur etwa 1 g, und in einem dritten, 
bei Verarbeitung von 450 g getrockneter Galle, wo indessen 
vor dem Aussalzen dreimal mit Eisenchlorid gefallt wurde, gab 
das salzgesiittigte Filtrat tiberhaupt keinen Niederschlag mit 
Salzsiiure. 

Auf der Anwendung des mit Salzsiure in dem salzge- 
siittigten Filtrate erzeugten Niederschlages als Ausgangsmaterial 
fiir die Darstellung der zweiten Taurocholsiure kann also keine 
allgemein brauchbare Methode zur Reindarstellung der letzteren 
basiert werden. Da aber das Salz dieser Saéure, wie das ge- 
wohnliche Taurocholat, durch Sittigung mit NaCl ausgefiallt 
werden kann, hat man in der nach beendeter Kisenfallung aus- 
gesalzenen Masse wahrscheinlich mit einem Gemenge der beiden 
Taurocholate zu tun, und in dem Falle wiirde also diese Masse 
als Ausgangsmaterial der Darstellung dienen konnen. 

Aus dem Grunde habe ich die ausgesalzene Masse von 
Gallensalzen, deren Menge bei Verarbeitung von 450 g schleim- 
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freier Galle 60 g betrug, auf das Vorkommen der zweiten Tauro- 
cholsaure gepriift. Die Schwefelbestimmung in den ausgesalzenen, 
mit Alkohol sorgfiltig gereinigten, getrockneten Gallensalzen 
ergab folgendes: 
0,340 g lieferten 0,151 g BaSO, = 0,020738 g S 
= 6,09°/o Schwefel. 

Das Taurocholat (bezw. Taurocholatgemenge) war also 
als rein zu betrachten. Dieses Taurocholatgemenge wurde nun 
nach der Methode von Hammarsten auf gewohnliche Tauro- 
cholsiiure verarbeitet, und wenn keine solche Saure mehr aus- 
kristallisierte, wurde die Alkoholatherl6sung mit alkalicarbonat- 
haltigem Wasser ausgeschiittelt. Die wiisserige LOsung wurde 
eingetrocknet, der Riickstand mit Alkohol von dem Carbonate 
und dem NaCl gereinigt, und der Riickstand der verdunsteten 
alkoholischen LOsung in so viel Wasser geldst, dab eine 2 °/oige 
Losung erhalten wurde. Zur Trennung etwa vorhandener Tauro- 
choleinsiiure von zuriickgebliebener Taurocholsiiure wurde diese 
Losung mit Kisenchlorid gefallt. Der Eisenniederschlag, welcher 
als eine zihe, Olige, braungefiirbte Masse sich zum Boden setzte, 
wurde mit Natriumecarbonat zersetzt und also das entsprechende 
Alkalisalz gewonnen: 

Die Schwefelbestimmung gab folgendes Resultat: 

0,353 g lieferten 0,1608 g BaSO, == 0,022081 g 5 
= 6,254°)0 Schwefel. 

Das Natriumsalz der Taurocholeinsiiure enthalt, wenn man 
von der Formel der Choleinsiiure nach Lassar Cohn ausgeht, 
6,147°/o Schwefel, und die Schwefelbestimmung, welche 6,254° » 
Schwefel in dem Salze ergab, spricht also in hohem Grade 
dafiir, daB das Salz der fraglichen Siiure hier vorlag. Dieses 
Salz hatte denselben bitteren Geschmack und im iibrigen. die- 
selben Kigenschaften, wie das aus der obengenannten, mit Salz- 
siiure erzeugten Fraktion gewonnene Salz. Auch die freie Siure 
verhielt sich wie die obengenannte, sie kristallisierte ebenso- 
wenig wie diese. 

Die Menge des aus den obengenannten 60 g Gallensalzen 
gewonnenen Taurocholeinates war etwa 3 g. 

Zur Entscheidung der Frage, ob, wie oben angenommen 
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worden, hier in der Tat eine Taurocholeinsiiure vorlag, wurde 
das Salz 12 Stunden mit einer 10°/oigen Natronlauge im Auto- 
klaven bei etwa 100° C. erhitzt. Die Cholalsiiture wurde aus 
der kalten Fliissigkeit mit Salzséure ausgefillt und dann wieder 
in das Natriumsalz iibergefiihrt. Die neutrale 2°/oige Losung 
dieses Salzes in Wasser gab mit Chlorbaryum eine reichliche 
Fillung, die erst als eine zahe, harziihnliche Masse am Boden 
des GefiiBes sich ansammelte, nach einigen Tagen aber mehr 
feinkérnig, mit Neigung zu Kristallisation wurde. Das Filtrat 
hiervon enthielt noch ein wenig Cholalat, aus dem die Cholal- 
siure mit Salzsiure frei gemacht wurde. Diese Cholalsiiure 
gab keine Spure der Myliusschen Jodreaktion und konnte 
folglich nicht die gewohnliche Cholsiiure sein. In ganz der- 
selben Weise verhielt sich die aus dem Baryumsalze frei- 
gemachte Cholalsiure, und bei der Spaltung war also iiber- 
haupt keine gewOhnliche Cholséure entstanden. 

Simtliche durch Spaltung mit Alkali gewonnene Cholal- 
siure wurde nach sorgfaltigem Auswaschen getrocknet und in 
heiBem absoluten Alkohol gelést. Nach dem Erkalten schied 
sie sich ziemlich rasch in Kristallen von dem Aussehen. der 
wasserfreien Choleinsiiure aus. Der Schmelzpunkt dieser Kristalle 
war 186—187° C., was gut mit dem von Latschinoff?) fiir die 
wasserfreie Siiure angegebenen Werte, 185—190° C., stimmt. 

Fiir die aus Glykocholeinsiiure dargestellte, aus Alkohol 
kristallisierte Choleinsiure fand Wahlgren?) den Schmelz- 
punkt 185—187°, was ebenfalls mit dem von mir gefundenen 
Werte gut stimmt. Aus Alkoholither kristallisiert, zeigte die 
von mir erhaltene, erst im Exsikkator und dann bei 125° C. 
getrocknete Siiure den Schmelzpunkt 170—171° C. Aus Eis- 
essig mehrmals umkristallisiert, schmolz die Siure konstant 
bei 145° C. 

Es ist bemerkenswert, daB Pregl,*) welcher die Desoxy- 
cholséiure nicht aus Alkohol allein, sondern erst nach Zusatz 
von Ather zu der alkoholischen Lisung kristallisiert erhalten 


') Berichte d. Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XVIII, 2. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI. 
8) Wiener Sitzungsberichte, Bd. CXI. 
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konnte, fiir die so gewonnenen, in der Luft getrockneten 
Kristalle den Schmelzpunkt 153—155° C., fiir die im Vacuum 
bei héherer Temperatur getrockneten, von Kristallather be- 
freiten Kristalle den Schmelzpunkt 172—173° C. fand. Die 
aus Eisessig kristallisierte Desoxycholsiure schmolz dagegen bei 
144—145° C. Vahlen') fand ebenfalls fiir die aus Kisessig 
kristallisierte Desoxycholséure den Schmelzpunkt 140—145° 

Der Umstand, dai die von mir dargestellte Choleinsiure, 
aus Alkohol kristallisiert, den Schmelzpunkt der Latschinoff- 
schen Choleinsiiure hatte, wihrend sie dagegen aus Eisessig 
umhkristallisiert den Schmelzpunkt der Desoxycholsaure zeigte, 
spricht, wie mir scheint, dafiir, dab die zwei Siéuren, Cholein- 
siiure und Desoxycholsiiure, identisch sind. Ohne indessen auf 
diese strittige Frage des niiheren einzugehen, finde ich es am 
richtigsten, da die Existenz der Choleinsiiure unbestritten ist, 
die von mir aus der neuen Taurocholsiure abgespaltene Cholal- 
siiure als Choleinsiiure zu bezeichnen. 

Die zweite Komponente der schwefelhaltigen gepaarten 
Saure, das Taurin, konnte ich leicht isolieren und in reinen, 
typischen Kristallen erhalten. Ich verfuhr hierbei nach einer 
von Hammarsten ausgearbeiteten, noch nicht ver6ffentlichten 
Methode, welche darauf basiert, dab die Alkaliverbindung des 
Taurins im Alkohol verhiltnismiibig leicht lOslich ist, und dab 
das Taurin aus dieser Losung durch Zusatz von einer Saure 
leicht ausgeschieden wird. 

Um zu erfahren, ob die aus Rindergalle isolierte Tauro- 
choleinsiiure mit der von Hammarsten in der Hundegalle 
nachgewiesenen zweiten Taurocholsiiure identisch ist, habe ich 
eine Quantitiit von etwas mehr als 100 ccm Hundegalle genau 
in der von ihm angegebenen Weise verarbeitet. 

Das aus der Eisenfillung durch Behandlung mit Natrium- 
varbonat gewonnene, mit Alkohol gereinigte und getrocknete 
Salz hatte einen Gehalt von 5,461°/o Schwefel, was einer Menge 
von 88,84°/o Taurocholeinat entspricht. 

0,267 ¢ lieferten 0,1082 g¢ BaSO, = 0,014860 g 5 
= 5,461°/o Schwefel. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXIII. 
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Daf der Gehalt an Schwefel nicht héher war, riihrte 
wahrscheinlich von einer Beimengung von Phosphatiden her, 
denn die Gegenwart von Phosphor in dem Gallensalze war 
leicht nachzuweisen, wenn auch die quantitative Phosphor- 
bestimmung infolge der unzureichenden Menge des Materiales 
nicht ausgefiihrt wurde. Die aus diesem Gallensalz durch Sieden 
mit Alkali abgespaltene Cholalsiure verhielt sich in allen Be- 
ziehungen wie die aus Rindergalle gewonnene Siiure, nur mit 
dem Unterschiede, dai die aus Alkohol umkristallisierte Siiure 
bei 180—183° C. schmolz. Hammarsten fand den Schmelz- 
punkt 182° C. Die unter iihnlichen Umstiinden aus dem Tauro- 
choleinate der Rindergalle gewonnene Cholalséure hatte, wie 
oben erwihnt, den Schmelzpunkt 186—187°, und die Frage 
von der Identitiit der zwei Siiuren kann ich also nicht sicher 
entscheiden. 

Aus dem oben Mitgeteilten geht aber jedenfalls hervor, 
dafi' man aus der Rindergalle eine zweite Taurocholsiiure isolieren 
kann, die, nach ihren Zersetzungsprodukten zu urteilen, eine 
Taurocholeinsiure ist. Bisher konnte die Siéiure in freiem Zu- 
stande nicht in Kristallen, sondern nur als eine amorphe, in 
Wasser fiuferst leicht und auch in Alkohol lisliche, aus dieser 
Lésung durch Ather, Aceton, Chloroform und Benzol fiillbare 
Masse gewonnen werden. Der Geschmack dieser Siiure ist 
stark bitter, ohne siifen Nebengeschmack. Das Alkalisalz der 
Siiure wird aus wiisseriger LOsung von Eisenchlorid gefiillt und 
scheidet sich durch Siittigung mit NaCl als eine ziihe, dlige 
oder honigiihnliche Masse aus. Die Ausbeute dieser Siiure aus 
Rindergalle ist sehr klein, was wohl zum Teil durch die 
Schwierigkeit ihrer Reindarstellung bedingt ist. 

Da die Siure in Alkoholither leichter léslich ist als die 
Taurocholsiiure, erhiilt man aus einem Gemenge der beiden 
Sduren die Hauptmenge der Taurocholeinsiure in dem Alkohol- 
iither, nachdem die Taurocholsiure durch fraktionierten Ather- 
zusatz zu der alkoholischen Loésung gréftenteils zur Kristalli- 
sation gebracht worden ist. Zur Entfernung etwa noch vor- 
handener Taurocholsiure fiihrt man die in Alkoholither gelosten 
Siuren in Alkalisalze tiber und versetzt die Lisung der letzteren 
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in Wasser mit Eisenchlorid, welches das Taurocholeinat fillt, 
wobei indessen Verluste an Taurocholeinsaéure nicht zu_ver- 
meiden sind. 

Als Ausgangsmaterial kann man, wie aus dem obigen 
hervorgeht, bei Verarbeitung von Rindergalle das aus dem Fil- 
trate nach beendeter Eisenfillung mit NaCl ausgesalzene Ge- 
menge von Taurocholaten und ferner den mit Salzsiiure in dem 
salzgesiittigten Filtrate erzeugten Niederschlag, wenn ein solcher 
in nicht zu kleiner Menge entsteht, verwenden. Fiir die Dar- 
stellung der Taurocholeinsiure aus Hundegalle verfihrt man 
in anderer, niimlich in der von Hammarsten angegebenen 
Weise. 

Zum Schlub bleibt mir noch die angenehme Pflicht, Herrn 
Professor Hammarsten fiir die Anregung zu dieser Arbeit 
und fiir die Unterstiitzung wiihrend ihres Verlaufes meinen 
aufrichtigen Dank auszusprechen. 
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Quantitative Indicanbestimmung im Harne mit dem Meislingschen 
Kolorimeter. 


Von 
H. P. T. Oerum. 


(Aus dem Laboratorium des Kgl. Friedrichs-Krankenhauses in Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1+. Juli 1905.) 


Quantitative Bestimmungen des Harnindicans stofen in- 
sofern auf Schwierigkeiten, als wir zur Zeit keine Methode zu 
seiner exakten Bestimmung besitzen; man kann es titrimetrisch 
nach Wang-Obermayer!) oder nach Bouma?) durch Uber- 
fiihrung in Indigorot. messen. So lange es noch unent- 
schieden war, ob man nur das Indigoblau oder die gesamte 
Indigomenge bestimmen sollte, war die Entscheidung tiber die 
Verwendbarkeit der Methode zuniichst eine Prinzipienfrage. 
Nachdem aber Maillard’) sich der Boumaschen Auffassung 
angeschlossen hat, daf die roten, durch Oxydation des Indo- 
xyls auftretenden Farbstoffs so gut wie das Indigoblau zur In- 
digogruppe gezihlt werden miissen, und Ellinger*) ebenfalls 
dieser Ansicht beigetreten ist, muS man notwendigerweise die 
Indigorotmethode wihlen. 

Nun konnen aber Indicanbestimmungen, die klinisch von 
grofer Bedeutung sind, in der Praxis nicht mit so umstind- 
lichen Titrierungsmethoden vorgenommen werden; man_ hat 
deshalb nach einfacheren kolorimetrischen Verfahren gesucht. 

Salkowski®) hat zuerst den Indigo kolorimetrisch be- 
stimmt, indem er ihn mit Chloroform ausschiittelte und die 


!) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S.406; Bd. XXVI, S. 427; Bd. XXVII, 
S. 135. 


*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 82. 

*) Comptes rendus, Bd. CXXXII, S. 990. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 178. 
Virchows Archiv, Bd. LXVIII. 
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Farbe der Chloroformlésung mit der Farbe bekannter Lésungen 
verglich. 

Ferner gab Strauf') einen kleinen Apparat zur kolori- 
metrischen Bestimmung an. Der Harn wird mit Bleizucker ge- 
fallt und das Filtrat in einem graduierten Schiitteltrichter mit 
einem gleichen Volumen des Obermayerschen Reagens und 
mit einer gemessenen Chloroformmenge geschiittelt. Man ver- 
diinnt dann die Chloroformlésung, bis ihre Farbe gleich der 
einer Vergleichsl6sung reinen Indigoblaues wird. 

Diese Methode ist so genau wie etwa die klinische Hiimo- 
globinbestimmung und hangt in sehr hohem Grade ab von der 
Dauerhaftigkeit der VergleichslOsung. Ferner ist hierbei zu 
bemerken, da die ausgeschiittelte Menge immer Indigorot ent- 
hilt und nicht reinblau wie die VergleichslOsung ist. Dieser 
Ubelstand tritt jedoch wenig hervor, da die Vergleichslisung 
sehr verdiinnt gewahlt ist. 

Bouma?) schlug vor, mit einer Losung von Isatin in 
Salzséure Indoxyl zu Indigorot zu kondensieren, eine Methode, 
die von Beyerinck zum Nachweise von Indikan in Pflanzen- 
zellen benutzt war. Der Chloroformauszug einer solchen Losung 
wird mit Vergleichsl6sungen verschiedenen Gehaltes verglichen. 
Auf den Rohren ist nicht der wirkliche Gehalt angegeben, 
sondern nur die Hiilfte, da bei dieser Methode die doppelte 
Menge Indigo gebildet wird — 1 Molekiil Indoxyl gibt mit 
1 Molekiil Isatin 1 Molekiil Indigo — wiihrend sonst der Indigo 
aus 2 Molekiilen Indoxyl entsteht. 

Die Bestimmung wird so ausgefihrt: 

20 ccm Harn werden mit 4/10-Volumen Bleiessig gefallt und durch 
ein trockenes Filter filtriert. Vom klaren Filtrat gieft man 5'/2 ccm 
== 5 ccm Harn in ein Proberéhrchen und fiigt 10 ccm einer Liésung 
von 20 mg Isatin in 11 starker Salzsiure hinzu. Man erhitzt zum 
Sieden, kocht einige Sekunden, kithlt ab und schittelt mit 5 cem Chloro- 
form gut durch. Jetzt macht die kolorimetrische Bestimmung keine 
Schwierigkeit. Die Vergleichsréhrchen sind im Dunkeln aufzubewahren 


und das Reagens ist jeden Monat frisch zu bereiten. 
Die Resultate dieser Methode waren: 


') Deutsche medizinische Wochenschrift, 1902, Nr. 16. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 8. 82. 
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Titrimetrisch Kolorimetrisch 
Ellinger: I. 14 mg Zwischen 10 und 15 mg 
10—15 >» 
Ill. 32 > 30 > 
Vv. & » Unter 5 » 
Bouma: I 7,6 » Zwischen 5 und 10 » 
Il. 33,0 » 30—4) 
Il. 32,5 » Etwas iiber 30 
IV. 17.6 » Zwischen 15 und 20 » 


Zuweilen wird die Farbe violett oder blau statt rot, doch kann 
man nach Bouma‘) diesem Ubelstande durch Behandlung des Filtrates 
mit Schwefelwasserstoff abhelfen. 


Diese Boumasche Methode ist sehr elegant und scheint 
nach Bouma bessere quantitative Verhiiltnisse als die direkte 
Bestimmung der Gesamtindigofarbstoffe bei der Wang-Ober- 
mayer-Boumaschen Methode zu geben. So liefert die Indigo- 
rotmethode 96,4°/o, die andere Titriermethode 86,8"/o. Diese 
letzteren sind aber recht umstiindlich, da man einige Stoffe, 
die in das Chloroform iibergehen und stérend auf die Titration 
mit Chamiéleon wirken, entfernen mub. 

Es muf also von grofem Vorteil sein, wenn man kolori- 
metrisch dieselbe Genauigkeit wie titrimetrisch erreichen kinnte: 
aber mit Vergleichsréhrchen wird man dann nicht arbeiten 
diirfen, selbst wenn man eine grofe Reihe mit nur je 5 mg gs 
Unterschied besiife, da die Farbe keineswegs dauerhaft und ere 
daher sehr unzuverlissig ist. 

Das Zweckmibigste ist deshalb die Verwendung einer 
vollig konstanten Probefarbe. Ist man im Besitze einer solchen, 
so wird man den titrieranalytischen voéllig entsprechende Resul- 
tate erzielen kénnen, sogar ohne Entfernung der reduzierenden 
Stoffe, also bedeutend schneller. Der einzige Mangel einer solchen 
Methode ist ein miéglicher Ubergang anderer fiirbender Bestand- 
teile in das Chloroform. 

Bei der Verwendung von Indigoblau als Bestimmungs- 
Objekt entsteht die Schwierigkeit, die Farbe bei den im 
Harne auftretenden Mengen nicht intensiv genug wird, und zu- . 
gleich wird das unvermeidlich gebildete Indigorot in hohem 


‘) Deutsche medizinische Wochenschrift, 1902, Nr. 39. 
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Grade die Beurteilung stéren, wenn man mit leidlich konzen- 
trierten Losungen arbeitet. Dafi man aber trotz der angefiihrten 
Schwierigkeiten eine Bestimmung von Indigoblau erreichen kann, 
haben viele Versuche gezeigt, doch ist die Methode zu wenig 
wissenschaftlich gestiitzt, um hier erwihnt zu werden. 

In der Isatinmethode dagegen hat man eine Moglichkeit, 
die Aufgabe kolorimetrisch auf eine wissenschaftlich befriedi- 
gende Weise zu lOsen: die Farbekraft ist groBer und die Farbe 
vollig rein. 

Das benutzte Kolorimeter war das Meislingsche Kolori- 
meter, wegen dessen niherer Einrichtung ich auf die Zeitschrift 
fiir analytische Chemie, Bd. XLII], 5. 138 verweise. Dieses 
Kolorimeter scheint mir bedeutende Vorteile vor den sonst an- 
gewandten, z.B. dem von Wolff, zu haben und ich bin nach 
zweijihrigem tiiglichen Gebrauch damit vollig zufrieden. AuBer 
zu Hamoglobinbestimmungen, zu denen er meistens in der 
Klinik verwendet wird, habe ich ihn zu Eisenbestimmungen im 
Blute,!) Kupferbestimmungen?) und Jodbestimmungen benutzt. 
Die Farbe ist absolut dauerhaft und fordert zum Vergleiche 
keine Probelisung, die jedesmal beim Gebrauche anderer Kolori- 
meter analysiert werden muf, und schlieBlich fordert der Apparat 
nur 1 ccm zur Analyse. 

Der Apparat verfiigt tiber alle Spektralfarben -+- Purpur, 
keineswegs aber iiber alle Nuancen. Zur Bestimmung von In- 
digorot finden sich nun verschiedene Nuancen im Apparate, 
wihrend dies fiir Indigoblau nicht der Fall ist. 

Den besten Beweis dafiir, da® eine Farbe wirklich der 
Farbe der Lésung entspricht, erhalt man, wenn mehrere Reihen 
von Ablesungen dieselben Durchschnittszahlen fiir die Schicht- 
dicke geben. Ich fiihre hier das Resultat von 3 Reihen von 
je 10 Ablesungen an: 


6,54 6,53 6,59 
deren Durchschnittszahl 6,55 ist. Dieser Fehler ist sehr gering, 
da der Apparat nicht Ablesung der Schichtdicke auf mehr als 


') Zeitschrift fiir analytische Chemie, Bd. XLIII, S. 147. 
*) Zeitschrift fiir analytische Chemie, Bd. LXII, S. 356. 
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eine Dezimale erlaubt. Da geringe Schichtdicke in der Regel 
die besten Resultate ergibt, fiihre ich an: 

10,69 10,74 10,71 
deren Durchschnitt 10,71 ist. 

Dieselbe Genauigkeit habe ich wie andere Untersucher 
immer innerhalb der Schichtdicke 5—15 gefunden. 

Als Probefarbe habe ich nun 3 verschiedene gewiihlt, 
um immer dieselbe Genauigkeit zu erhalten, und zwar nahm 
ich in meinem Apparate 198,8°, 210° und 216,8°, da diese 
Schichtdicken ergaben, die sich wie 2:3: 4 verhielten. 

Da der Apparat keinen festen Nullpunkt hat, gibt) man 
am besten die Farbe an und zwar als Abstand von der Hiimo- 
globinfarbe, die in meinem Apparate bis 210° war. 

Der Abstand wird dann 11,2°, 0° und 6,8°. 

Eine sehr wichtige Aufgabe ist die Kalibrierung, die ich 
mit Loésung von Indigorot!) in Chloroform ausgefiihrt 
habe. Der Gehalt der Lésung muSte durch Abdampfen des 
Chloroforms festgestellt werden, da die gewogene und getrock- 
nete Menge Indigorot nicht véllig in Chloroform léslich war. 

Es fand sich in 1 | Chloroform 0,0087 g Indigorot, ge- 
wogen mit ca. '/10 mg Genauigkeit. 

Diese Lésung gab nun folgende Schichtdicke bei den ver- 
schiedenen Farben: 

216,8° 210° 198,8° 
25,22 18,89 12.77 

Diese Zahlen sind bei 20 Ablesungen in 2 Reihen mit je 
10 Ablesungen und Aufgiefen fiir jede Reihe erhalten. 

Die 10 Ablesungen gaben folgende Durchschnittszahlen : 


216,8° 21()° 198,8° 
25,03 18,97 12.78 
25,44 18,81 12,77 


Um den Gehalt an Indigorot berechnen zu kénnen, hat 
man nur noch eine Konstante notig, die folgende ist: 


Fiir 216,8° 210° 198,8° 
219414 164343 110099 


1) Fiir die Uberlassung des benutzten Priparates sage ich hiermit 
der Badischen Anilin- und Sodafabrik meinen besten Dank. 
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Die Konstante ergibt sich sehr einfach durch Multiplikation 
der Schichtdicke mit 0,0087. Durch Division der Schichtdicke 
in dieser Konstante erhiilt man dann den Gehalt an Indigorot. 

Zur Priifung der Konstanten nahm ich eine starkere Losung 
unbekannten Gehaltes. Sie ergab folgende Schichtdicke: 


216,8° 210° 198,8° 
12,04 9,14 6,05 
12,06 _- — 
Indigorot in mg 18,21 17,99 18,19 Durchschnitt 18,13. 


Die Analyse ergab 18,1 mg Indigorot. 


Der Unterschied im Befunde bei den einzelnen Nuancen 
war also in diesem Falle 0,2 mg und die Mittelzahl zeigte 
keine Abweichung von der durch Abdampfen erhaltenen Zahl, 
bei den einzelnen Nuancen dagegen nur 0,1 mg Differenz. 

Die Abweichung in der Ablesung betriagt nur 1,1°/o, wahrend 
die grote Abweichung von dem wirklichen Gehalte nur 0,7°/o ist. 

Wenn nun die Probeldsung ungenau ware, z. B. 8,6 oder 
8,8 mg statt 8,7 enthielte, so wiirde ein Fehler von 1,2°/o ent- 
stehen. Der gesamte Fehler wiirde dann 2,5°/o werden, oder 
man kénnte auf diese Weise im ungiinstigsten Falle 97,7°/o 
des vorhandenen Indigorotes finden, wahrend die Titrierung nur 
einen Gehalt von 96,4°/o ergab. 

Die Methode kann also mit der Titrierung an Genauig- 
keit konkurrieren und ist ihr an Schnelligkeit weit iiberlegen. 
Was die Umsetzung mit Isatin betrifft, so will ich nur be- 
merken, daf} sie leicht vor sich geht und daf die wenigen Faille, 
wo die Farbe einen bliulichen Ton hat, leicht durch Ver- 
wendung von Schwefelwasserstoff brauchbar gemacht werden 
konnen. 

Anfangs benutzte ich ein weniger reines Isatin, das keine 
glatte Umsetzung hervorrief; seitdem ich Isatin Merck ge- 
brauche, habe ich keine Schwierigkeiten mehr gehabt. 

Man sieht leicht ein, daB man bei Verwendung der 
stiirksten Farbe 216,8° nicht mehr wie 40 mg_bestimmen 
kann, da die niedrigste Schichtdicke 5 ist, solange man das 
Verhiiltnis 5 Teile Harn zu 5 Teilen Chloroform beibehilt. Bei 
groBeren Mengen wird man also vorteilhaft die doppelte Menge 
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Chloroform nehmen. Das Verfahren ist sonst das von Bouma 


angegebene. 
Zum Schluf ein paar Beispiele : 
216,89 198,8° 
7,6 61 
7,7 6.3 
7,6 5,9 
7.8 5,9 
7,8 6,1 
7,9 5,7 
7,4 5,7 
7,5 5,8 
7,6 59 
7,8 6,1 
5,95 
F: 28,5 mg F: 18,5 mg : 
Der Gehalt dieser Harne ist dann 14,25 mg und 9,25 mg - 
Indican in 1000 cem. Ein diabetischer Harn (Tagesmenge 4380) 
gab 17,23 bei 210° = 6,4 mg oder fiir den Tag 27,9 mg = 


Indigorot = 13,95 mg Indican, was der normalen Menge, die 
zwischen 10—15 mg Indican liegt, entspricht. 
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Uber den Ursprung des Cholehamatins (Bilipurpurins). 


Von 
L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juli 1905.) 


In meinen friiheren Mitteilungen habe ich nachgewiesen, 
dafi Cholehimatin resp. Bilipurpurin mit dem von mir aus den 
Faeces von mit frischem Grase gefiitterten Kiihen isolierten 
Phylloerythrin identisch ist. Es eriibrigte noch, nachzuweisen, 
dafi Cholehiimatin (Bilipurpurin) in der Galle von Pflanzen- 
fressern nur dann vorhanden ist, wenn die Tiere mit frischer 
griiner Nahrung genahrt werden. Diesen Beweis bin ich in 
der Lage jetzt zu bringen. 

Ein mit einer Gallenfistel versehenes Schaf, welches ich der 
Liebenswiirdigkeit meines geehrten Kollegen Prof. Dr.N. Cybulski 
verdanke, wurde mit frischem Grase gefiittert. In der in einem 
kleinen Gummibalg gesammelten Galle gelang es mit Leichtigkeit, 
die Anwesenheit des Phylloerythrins bezw. Cholehamatins oder 
Bilipurpurins nachzuweisen. Zu dem Zwecke wird die Galle 
auf dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz eingedampft, mit 
absolutem Alkohol versetzt, gut durchgeriihrt und filtriert. Das 
Filtrat wird dann eingedampft, in Wasser gelist, mit Schwefel- 
siiure angesiiuert und mit Ather extrahiert. Die dtherische 
Losung ist prachtvoll rot gefarbt und zeigt die vier charak- 
teristischen Absorptionsbiinder, die ich bereits mehrfach_ be- 
schrieben habe. Im Ultraviolett lassen sich auf photographischem 
Wege die bekannten zwei Phylloerythrinbander nachweisen. 

Nachdem dies konstatiert war, erhielt das Tier trockene 
Nahrung, die chlorophyllfrei war. Die Menge der abgesonderten 
Galle verminderte sich hierbei sehr bedeutend und die nacli 
je zwei Tagen gesammelten Proben wurden, wie oben angegeben, 
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auf Phylloerythrin gepriift. Es zeigte sich, dal der Farbstoff 
erst sehr allmahlich aus dem Organismus entfernt wird. Nach 
acht Tagen war die Menge desselben bereits sehr gering und 
betrug in einer zweitigigen Portion kaum 0,0005 g (kolorimetrisch 
bestimmt). Am 10. Tage war in der Galle keine Spur des 
Phylloerythrins mehr wahrzunehmen. Nun erhielt das Tier noch 
wiihrend zweier weiteren Tage nur chlorophylifreie Nahrung, 
und nachdem die Untersuchung der Galle wieder die Abwesenheit 
des Phylloerythrins ergab, begann wieder das Fiittern mit frischer 
Nahrung. Schon am Schlusse des zweiten Tages, nach welcher 
Zeit zum ersten Male wieder gepriift wurde, enthielt die Galle 
verhaltnismabig viel Phylloerythrin. 

Aus diesen Versuchen, deren mehr detaillierte Beschreibung 
ich fiir spiiter aufschieben muf, folgt zweifellos der Schluf, 
daf Cholehimatin resp. Bilipurpurin mit dem Blutfarbstoff resp. 
Gallenfarbstoffen nichts zu thun hat,!) sondern ein Abkémmiing 
des Chlorophylls ist und aus diesem auf noch unbekannte Art 
im Organismus produziert wird. Daher darf ich wohl hoffen, 
dah in Zukunft die irrefiihrenden Namen Cholehiimatin und 
Bilipurpurin fallen gelassen werden und nur der von mir vor- 
geschlagene «Phylloerythrin> beibehalten wird. 

Ausfiithrlichere Mitteilung iiber dieses Thema _ behalte 


vor. 


Krakau, den 12. Juli 1905. 


') Abgesehen natiirlich davon, daf alle vom Himopyrrol abstammen, 
wie der Blutfarbstoff und Chlorophyll selbst. 
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Ausscheidung von Tyrosin und Leucin in einem Falle von 
Cystinurie. 
Von 
Emil Abderhalden und Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin und der Medizinischen Klinik 
in Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1905.) 


Der Cystinurie liegt héchst wahrscheinlich eine Stérung 
des bis jetzt so wenig erforschten und gekannten intermediaren 
Kiweibstoffwechsels zugrunde. Auffallend ist, dai sich diese 
einzig allein auf das Cystin erstreckt, wahrend, soviel bis jetzt 
bekannt ist, die iibrigen Bausteine des Eiweifmolekiils auch 
vom Cystinuriker in normaler Weise verwandt resp. abgebaut 
werden; denn bisher sind unseres Wissens bei der Cystinurie 
auber den unkonstant auftretenden Diaminen, deren bildungs- 
stiitte noch zweifelhaft ist, keine anderen Aminosiiuren_ be- 
obachtet worden. Es kann dies wohl daran liegen, dab bisher 
eine eingehende Untersuchung auf solche im Cystinharn nicht 
erfolgt ist. Wir kommen zu dieser Vermutung, weil es uns 
gegliickt ist, im Harne eines an Cystinurie leidenden Patienten 
mit Leichtigkeit Tyrosin und Leucin sicher nachzuweisen, und 
wir nach dem Verhalten der isolierten Produkte wohl schliefben 
diirfen, dah’ noch andere Aminosauren in kleinen Mengen zu- 
gegen waren. Dali Tyrosin neben Cystin im Harne vorkommt, 
beweist ferner der Befund dieser beiden Aminoséuren in einem 
Cystinstein.!) Mit der Auffindung weiterer Kiweifbspaltprodukte 
im Urin des Cystinurikers klart sich die ganze Auffassung der 
Cystinurie. Wir haben keine vereinzelte, auf einen einzigen 
Komplex beschriinkte Anomalie des Eiweibstoffwechsels vor uns, 


') Emil Fischer und Suzuki, Zur Kenntnis des Cystins, Diese 
Zeitschrift, Bd. XLV, S. 405, 1905. 
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sondern vielmehr eine mehr allgemeine StOrung des Eiweib- 
abbaus. Es bleibt abzuwarten, ob auch bei anderen Fiillen von 
Cystinurie auBer Cystin andere Aminosiiuren auftreten. Wir 
hoffen weitere Falle von Cystinurie nach dieser Richtung hin 
untersuchen zu konnen. 

Der untersuchte Harn stammt von einem 34 Jahre alten 
Manne aus gesunder Familie. Er selbst erkrankte mit dem 
16. Jahre an Blasensteinen, die operativ entfernt wurden (drei 
Steine von Kirschengrofe). Eimige Jahre spater wurde ein leichter 
Blasenkatarrh konstatiert, welcher jetzt noch vorhanden ist. 
Ab und zu gehen kleine Steinchen mit dem Urin ab. 

Der Urin ist hellgelb, ziemlich klar. Beim Stehen scheidet 
sich ein Sediment ab, das aus den typischen sechseckigen Tafeln 
des Cystins besteht, daneben finden sich vereinzelte Blasen- 
epithelien, Harnsiiurekristalle und oxalsaurer Kalk. Die Reaktion 
des Urins ist sauer, er enthalt keinen Zucker, dagegen hin und 
wieder Spuren von Eiweib. Die Tagesmengen schwanken 
zwischen 2000 und 2500 cem. Das spezifische Gewicht betrigt 
1012—1015. Dieser Befund ist stets ziemlich konstant, nur 
schwanken die Cystinmengen. So wurden z. B. in einer Tages- 
portion von 2100 ccm bei einem Gesamt-N von 16,6 g 0,31 g 
Cystin und 0,5 g Harnsiure isoliert. Das Filtrat des im Vacuum 
zur Abscheidung des Cystins mit Eisessig stark eingeengten 
Harns gab starke Reaktion mit Millons Reagens. Diese gab 
iibrigens auch der Harn direkt. In einer anderen Tagesmenge 
von 2500 ccm und einem Gesamt-N von 12,0 g wurden 0,4 g 
Cystin erhalten. Auch dieser Urin gab sehr starke Rotfiirbung 
mit Millons Reagens. Auch das Sediment des Urins gab die 
Reaktion, wenn auch in schwicherem Mabe. 

Zur lsolierung des Tyrosins wurden mehrere Tagesportionen 
des Harns unter verminderiem Druck bei 40° solange eingeengt, 
bis eine Probe nach einigem Stehen unter Kiihlung einen be- 
trachtlichen Niederschlag gab, der mit Millons RKeagens nur 
wenig reagierte und hauptsiichlich aus Cystin bestand. Nach- 
dem das Ausgeschiedene abgesaugt war, wurde das Filtrat 
weiter eingeengt, bis wiederum beim Stehen in der Kalte Kristal- 
lisation erfolgte. Diese gab starke Rotfiirbung mit Millons 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLV. 31 
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Reagens und bestand zum gréSten Teil aus Tyrosin. Beide 
Kristallisationen wurden zur Reinigung in wenig 10°/oigem Am- 
moniak heif} gelOst und dann stark gekiihlt. Es schieden sich 
hierbei aus der zweiten Portion Kristalle ab, die abgesaugt 
wurden. Zum Filtrat resp. bei der ersten Portion zur am- 
moniakalischen Lésung wurde nun vorsichtig soviel Eisessig 
tropfenweise zugefiigt, dali die Reaktion eben noch alkalisch 
blieb.!) Es entstand besonders in der zweiten Portion sehr 
bald eine kristallinische Fiillung, die sofort abgesaugt wurde. 
Dieser Niederschlag erwies sich als schon recht reines Tyrosin, 
das nach zweimaligem Umbkristallisieren aus heifem Wasser 
die richtigen Analysenzahlen gab: 

0,1809 g Substanz gaben 0,3968 g CO, und 0,1011 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

59,66°/o CG und 6,07°)0 H. C und 6,21°/o H. 

Die schwach alkalischen, von Tyrosin befreiten Filtrate 
wurden vereinigt und nun mit Eisessig stark iibersattigt. Die 
Losung blieb liingere Zeit vollig klar und triibte sich dann 
rasch unter Abscheidung eines sandigen Niederschlages. Er 
gab noch eine ganz schwache, eben wahrnehmbare Rotfairbung 
mit Millons Reagens. Zur Reinigung wurde das Cystin noch 
zweimal in 10°/oigem Ammoniak gelést und gefiillt. 

0.1715 g Substanz gaben 0,1869 g CO, und 0,0750 g H,O 


Berechnet fiir CgH,,N,5,0,: Gefunden: 

30,00°/o und H 5,00 °%%o. 29,72°/0 C und 4,80°/o H. 

Der in der Hauptsache von Cystin und Tyrosin befreite 
Urin, der allerdings noch recht deutliche Millonsche Reaktion 
zeigte, aber auch beim sehr starken Einengen keine Tyrosin- 
kristalle mehr gab, wurde nun mit normaler Natronlauge schwach 
alkalisch gemacht und mit der iitherischen LoOsung von 5 g 
B-Naphtalinsulfochlorid geschiittelt. Jede halbe Stunde wurde 
die Reaktion gepriift und stets schwach alkalisch gehalten. ?) 


') Vergl. E. Friedmann, Beitriige zur Kenntnis der physiologischen 
Beziehungen der schwefelhaltigen Eiweifabkimmlinge, Hofmeisters Bei- 
triige, Bd. I, S. 14, 1902. | 

7) Stark alkalische Reaktion ist zu vermeiden, es kann das in 
groferen Mengen entstehende ®B-Naphtalinsulfoamid leicht zu unange- 
nehmen Tiiuschungen Anlaf geben. 
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Der Ather wurde nach 4stiindigem Schiitteln abgetrennt, die 
alkalische Losung filtriert und nun mit fiinffach normaler Salz- 
siure angesiiuert. Es fiel ein zuniichst Oliger, auf Eis jedoch 
bald erstarrender Niederschlag. Er wurde wieder in normaler 
Natronlauge gelést und nochmals gefiillt. Das erhaltene Pro- 
dukt machte nicht den Eindruck einer einheitlichen Substanz. 
Es wurde im Vacuumexsikkator iiber Schwefelsiiure getrocknet, 
dann fein zerrieben und mit Ather ausgelaugt. Der gribte Teil 
der Substanz ging in Lésung. Beim Abdunsten des Athers 
hinterblieb ein Oliger Riickstand, der allméhlich erstarrte. Aus 
20°/oigem Alkohol wiederholt umkristallisiert, wurden schlief- 
lich diinne, langgestreckte prismatische Kristalle erhalten, die 
bei 62° (korr.) anfingen zu sintern und bei 70° (korr.) vollig 
schmolzen. Zur Analyse wurde die Substanz bei 85° getrocknet. 
0,1910 g Substanz gaben 0.4146 g CO, und 0,0977 g H,O 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,O,N5: 
59,2°/o C und 5,6°%/o H. 59,81°%o C und 5.92% H. 


Es lag somit Leucin!) vor. 

Bei Wiederholung des Versuches wurde dasselbe Resultat 
erhalten. 

0.1881 g Substanz gaben 0,4143 g CO, und 0,0953 g H,O 

Gefunden: 60,06°/o C und 5,63°/o A. 

Der in Ather unlisliche Teil konnte trotz aller Sorgfalt 
nicht in einheitlich kristallisierende Fraktionen getrennt werden. 

Ob neben dem Tyrosin noch Substanzen vorhanden waren, 
welche mit dem Millonschen Reagens reagierten, kOnnen wir 
nicht entscheiden. Jedenfalls blieb auch im Filtrat der Tyrosin- 
ausscheidung, aus dem kein Tyrosin mehr isoliert werden konnte, 
die Millonsche Probe positiv, nachdem der verdiinnte Harn 
mit Salzsiiure stark angesiiuert, gekocht und mit Ather aus- 
geschiitlelt worden war. 

Tyrosin scheint nach den Beobachtungen des einen von 
uns?) nicht so selten im Urin aufzutreten. Wir hatten Gelegen- 


1) Emil Fischer und Peter Bergell, Uber die §-Naphtalin- 
sulfoderivate der Aminosiéuren, Berichte der Deutschen Chem. Gesell- 
schaft, Jg. XXXV, S. 3783, 1902. 

*) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifkérper im 
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 50, 1905. 
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heit, drei weitere Urinproben zu untersuchen, die alle drei 
ausgesprochene Millonsche Reaktion gaben. Die eine Portion 
stammte von einer an schwerem Icterus leidenden alteren Frau, 
bel der offenbar totaler Verschlu8 des Ductus choledochus vor- 
lag. Der zweite Urin, der ebenfalls sehr intensive Millonsche 
Probe gab, riihrte von einem Patienten her, der eine schwere 
Narkose durchgemacht hatte (verbraucht ca. 30 g Chloroform 
und 200 g Ather). Endlich wurde noch der Harn eines jugend- 
lichen Diabetikers untersucht. Wiahrend in den beiden ersten 
Fiillen Tyrosin isoliert werden konnte, gelang dies in letzterem 
Falle nicht. Nach dem Ausfall der B-Naphtalinsulforeaktion in 
diesen Fiillen koénnte man zur Vermutung kommen, da das 
Tyrosin allein oder doch hauptsachlich zur Ausscheidung ge- 
langt sei, wiithrend die iibrigen Aminosiiuren normalerweise 
verbrannt worden wiiren. Dieser Befund wirft vielleicht auch 
einiges Licht auf das Wesen der Alkaptonurie, bei der ja auch 
im wesentlichen das Tyrosin (neben Phenylalanin) beteiligt zu 
sein scheint. Weitere Untersuchungen und weitere Beobach- 
tungen auf diesem Gebiete werden gewil} berufen sein, uns 
einen Einblick in den Stoffwechsel des Eiweifes jenseits des 
Darmes zu geben. 
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Die Zusammensetzung von aus Kiefernsamen dargestelltem 
EiweiB. 
Von 


Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Tokio. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1905.) 


Von Pflanzeneiweifstoffen ist bis jetzt nur die Gruppe der 
Edestine genau auf ihre Zusammensetzung untersucht. Es schien 
uns von Interesse, Vertreter anderer Klassen von Eiweifikorpern 
pflanzlichen Ursprungs abzubauen, um so allmihlich einen 
Uberblick iiber den Aufbau der verschiedenartigsten Kiweil- 
arten zu erhalten. Wenn wir auch vorliiufig nicht in der Lage 
sind, die einzelnen Spaltprodukte quantitativ zu bestimmen, 
so erhalten wir doch relative Werte, welche recht gut ver- 
gleichbar sind. Die vergleichende Untersuchung der verschieden- 
artigsten Eiweibstoffe gibt uns eine wesentliche Grundlage fiir 
die Auffassung des ganzen Verdauungsprozesses und speziell die 
Assimilation des Nahrungseiweifes zu Korpereiweif, wie der eine 
von uns bereits eingehend erortert hat.') 

Das zu dem vorliegenden Versuche dienende Kiweili war 
aus Kiefernsamen (Picea excelsa) dargestellt. Die zerkleinerten, 
fein gemahlenen, entfetteten Samen wurden mit sehr verdiinntem 
Alkali extrahiert, und dann aus den vereinigten Extrakten das 
Eiweifi mit Essigsiiure gefillt. Der ganze Prozefi wurde mehr- 
mals wiederholt, und schlieblich das so gereinigte Eiweif mit 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft ge- 
trocknet. 

500 g Eiweifi mit einem Wassergeha!t von 6,4°/o, einem 
Aschengehalt von 2,6°/o und einem Humingehalt von 15°/o 


i) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifkérper im 
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 
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(also rund 380 g Eiweib) wurden 6 Stunden mit 1800 ccm 
rauchender Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) am RiickfluBkiihler ge- 
kocht. Aus der erkalteten Losung fielen gréfere Mengen von 
«Huminsubstanzen> aus, die abfiltriert wurden. Das Filtrat 
wurde in gewoOhnlicher Weise unter vermindertem Druck bis 
zur Sirupkonsistenz eingeengt, und hierauf die Masse in zwei 
Portionen mit Alkohol und gasformiger, trockener Salzsiiure 
wiederholt: verestert. Die Ester wurden aus den Hydrochloraten 
in der gewohnten Weise in Freiheit gesetzt, und die Ester 
fraktioniert destilliert, wobei folgende Fraktionen erhalten wurden : 


O-— 60° (Temperatur des Wasserbades) bei 12. mm Druck = 40 g 
O—105° ( > Olbades) » » > == 75 >» 
105—180°" ( > > ) » O,6 » == 80 » 


Im Destillationskolben hinterblieb ein beim Abkiihlen bald 
erstarrender, dunkelbraun gefarbter Riickstand. 

Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der 
bereits wiederholt beschriebenen Weise, weshalb hier Einzel- 
heiten nicht angefiihrt werden. 


Fraktion. 


Sie wurde mit dem sechsfachen Volumen Wasser 6 Stunden 
am Riickflufkihler gekocht und dann zur Trockene eingedampft. 
Der Riickstand wurde fein gepulvert, in absolutem Alkohol sus- 
pendiert und trockenes Salzsiituregas bis zur volligen Siittigung 
eingeleitet. Nach dem Einimpfen eines Kristiillehens von Gly- 
cocollesterchlorhydrat erfolgte nach einigem Stehen auf Eis 
bald Kristallisation. Erhalten wurden auf freies Glycocoll um- 
gerechnet 1,5 g Glycocoll. 

O,1984 g Substanz gaben 0,2525 g CO, und 0,1300 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,C1: Gefunden : 
34,41°0 C und 7,17°/o H. 34,71°/o C und 7,28°%o H. 

Die Mutterlauge vom Glycocollesterchlorhydrat wurde durch 
Kochen mit gelbem Bleioxyd von der Salzsiure befreit. Durch 
Einengen der durch Schwefelwasserstoff von geléstem Blei be- 
freiten Losung wurden 0,5 g Alanin vom Schmelzpunkt 295° 
(korr.) erhalten. 
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ll. Fraktion. 


Nach stattgehabter Verseifung durch 7stiindiges Kochen 
mit der sechsfachen Menge Wasser wurde diese Fraktion, aus der 
bereits beim Abkiihlen Leucin ausfiel, nach Absaugen des Aus- 
geschiedenen zur Kristallisation eingeengt. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden zur Gewinnung der a-Pyrrolidincarbonsiure mit 
absolutem Alkohol ausgekocht. Aus den einzelnen Fraktionen 
wurden erhalten: 23,5 g Leucin, 6,3 g Alanin, 0,8 g Glykokoll 
und 2,1 g eines Produktes, dessen Analysenzahlen auf Amino- 
valeriansaure hinweisen. 

Das Leucin schmolz bei 297° (korr.). 

O.1815 Substanz gaben 0.3649 CO, und 0,1623 H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden: 
)4,96°/o C und 9,92°/o H. 54,835 °/o C und 9,94°/o H. 
Das isolierte Alanin schmolz bei 295° (korr). 
0.1854 g Substanz gaben 0,2740 ¢g CO, und 0,1289 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
40,45°/o Go und 7,87°%/o H. 40,31°/o C und 7,72°/o H. 

Vom rohen Alanin wurde eine Fraktion von 2,1 g ab- 
getrennt, die folgende Analysenzahlen gab: 

O1898 g Substanz gaben 0,3505 g CO, und 0,1593 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
51,28% C und 9,40°/o H. 30,36 °/o C und 9,32°%o H. 

Offenbar liegt eine noch mit etwas Alanin und vielleicht 
auch mit Leucin verunreinigte Aminovaleriansiure vor. 

Aus dem in Alkohol léslichen Teil der Fraktionen wurde 
in iiblicher Weise das Prolin als Kupfersalz isoliert, und das 
aktive Prolinkupfer vom racemischen durch Auskochen mit ab- 
solutem Alkohol abgetrennt. Erhalten wurden 9,9 g aktives 
Prolinkupfer und 3,3 g bei 120° getrocknetes racemisches Prolin- 
kupfer. Identifiziert wurde das aus dem racemischen Kupfersalz 
durch Zerlegung mit Schwefelwasserstoff in Freiheit gesetzte 
Prolin durch die Darsteilung der Phenylisocyanatverbindung 
bezw. deren Anhydrid.!) Aus heifem Wasser umkristallisiert 
schmolz die Verbindung bei 118° (korr.). 


‘) Emil Fischer, Uber die Hydrolyse des Caseins durch Salz- 
siure. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 167, 1901. 
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0.1756 g Substanz gaben 04268 g CO, und 0,0879 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden: 
66,67°/o C und 5,57°%/o H. 66,28°/o C und 3,56 °/o H. 


Ill. Fraktion. 


Diese enthielt die Ester des Phenylalanins, der Glutamin- 
siiture, der Asparaginsiiure und des Serins. Der erstere wurde, 
wie iiblich, sofort nach der Destillation der Ester mit Ather aus 
dem mit Wasser versetzten Estergemisch abgetrennt, der Ather 
zur Entfernung der mitgelosten iibrigen Ester mehrmals mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und dann verdampft. Der Riickstand wurde 
dann mit Salzsiure tibergossen und zur Trockene verdampft. Aus 
dem salzsauren Phenylalanin wurde die freie Siure durch dessen 
Auflésen in Ammoniak, Eindampfen der Losung und Auslaugen 
des gebildeten Chlorammons mit kaltem Wasser dargestellt. Er- 
halten wurden 4,4 g Phenylalanin. Zur Identifizierung diente 
das Anhydrid der Isocyanatverbindung: !) 

01833 g Substanz gaben 0,4836 g¢ CO, und 0,0870 g H,O 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,: Gefunden : 
und 5,26°%o H. 71,95°70 C und 5,27°o H. 

Die vereinigten wisserigen Losungen wurden durch drei- 
stiindiges Kochen mit Barytlbsung auf dem Wasserbade_ ver- 
seift. Nach einiger Zeit schied sich asparaginsaurer Baryt ab, 
der abgesaugt und mit Schwefelséure zersetzt wurde. Die 
Ausbeute an reiner Asparaginsiiure betrug 5,0 g. 

0.1840 g Substanz gaben 0,2446 g CO, und 0,0880 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09°%0 und 5,26° 0 H. 36,25°/o C und 5,27°o H. 

Aus dem Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurde der 
Baryt quantitativ mit Schwefelsdure gefallt, das Filtrat vom 
Baryumsulfat stark eingeengt und mit Salzsauregas gesiattigt. 
Nach liingerem Stehen erfolgte reichliche Abscheidung von 
Glutaminsiiurechlorhydrat. Auf freie Saure berechnet 20,7 g 
Glutaminsiure. 

0,1802 g Substanz gaben 0.2176 g CO, und 0,0940 g H,0 


Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
32,69°/o C und 5,45°/o H. 32,93°/o C und 5,79°/o H. 


Emil Fischer, 1}. c. S. 172. 
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Die Mutterlauge vom Glutaminsiiurechlorhydrat wurde so- 
dann zur Entfernung der Salzsiiure mit Bleioxyd gekocht. Durch 
Kinengen der vom gelosten mittels Schwefelwasserstoft 
befreiten Losung wurden 2,0 g Asparaginsiiure gewonnen und 
aus deren Mutterlauge 0,3 2 reines Serin. 

01789 g Substanz gaben 0,2269 g CO, und 0,1093 g H,O 


Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 
34,28%o C und 6,66" 0 H. 34,59" 0 Cound 6,79%o H. 
Riiekstand. 


Der bei der Destillation der Ester im Destillationskolben 
verbleibende Riickstand wurde in heibem Wasser gelést und 
mit 200 g Baryt mehrere Stunden am Riickflubkiihler gekocht, 
dann der Baryt quantitativ mit Schwefelsiiure entfernt, und das 
Filtrat vom Baryumsulfat stark eingeengt und mit gasformiger 
Salzsiiure gesiittigt. Nach einigem Stehen auf Eis schied sich 
reichlich Glutaminsiurechlorhydrat ab. Ausbeute auf reine 
Glutaminsiiure berechnet 8,8 g. 

Nach Entfernung der Salzsiiure wurde beim Einengen eine 
dem Leucin sehr iihnlich sehende Kristallisation erhalten. 

0.1707 g Substanz gaben 0.3383 g CO, und 0,1492 H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
54,96°/o CG und 9,92°%o H. 54,05°/0 C und 9,71°/o H. 


Ihre Menge betrug 0,8 g. 
Bestimmung des Tyrosins. 


200 g Eiweif (nach Abzug von Asche, Wasser, Humin- 
substanz) wurden mit 3 | 25°/oiger Schwefelsiiure 12 Stunden 
am Riickflubkiihler gekocht und dann in der bekannten Weise 
das Tyrosin durch Kristallisation gewonnen. Es wurden 3,4 g 
reines Tyrosin erhalten. 

0,1869 g Substanz gaben 0,4075 g CO, und 0,1035 g H,O 

Berechnet fiir C,H, ,NO,: Gefunden : 
59,66%o G und 6,07% H. 59,46%o C und 6,15%o H. 


Nachweis des Tryptophans. 


10 g Eiweif’ wurden in 50 ccm Wasser suspendiert und 
nach Zusatz von Toluol und aktiviertem Pankreassaft 10 Tage 
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bei 36° aufbewahrt. Die Verdauungsfliissigkeit zeigte mit Brom- 
wasser sehr deutliche Tryptophanreaktion. 

Ein Versuch, nach der iiblichen Methode Cystin zu ge- 
winnen, fiihrte zu keiner Abscheidung. Der Versuch soll an 
groberen Eiweifimengen wiederholt werden. 

Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, enthalt auch das 
aus Piniensamen dargestellte Eiweili dieselben Bausteine, wie 
alle iibrigen bis jetzt untersuchten Eiweifbkorper. In der quan- 
titativen Zusammensetzung zeigen sich, wie bereits wiederholt 
hervorgehoben, zwischen den einzelnen EiweiBarten grobe Unter- 
schiede. Auf 100 g reines Eiweili berechnen sich: 


Glycocoll 0,6 
Alanin 1,8° 0 
Aminovaleriansiure vorhanden 
a-Prolin 2,8 %/o 
Leucin 6,2 
Glutaminséure 7,8 
Asparaginsdure 1,8 
Phenylalanin 1,2 %/o 
Serin 0,08 
Tyrosin 
Tryptophan vorhanden. 


Nach E. Schulze und E. Winterstein!) enthalt das. 
KiefernsameneiweiB 0,62°/o Histidin, 10,9°/o Arginin und 
0,25°/o Cystin. 


‘ 


‘) EK. Schulze und E. Winterstein, Uber die Ausbeute an 
Hexonbasen, die aus einigen pflanzlichen Eiweifistoffen zu erhalten ist. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 547 (557), 1901. 
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Beitrag zur Kenntnis der Zusammensetzung des Conglutins 
aus Samen von Lupinus. 


Von 
Emil Abderhalden und J. B. Herrick, Chicago. 


(Aus dem [. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Juli 1905.) 


Im Vergleich zu den bis jetzt untersuchten Eiweibkérpern 
schien es uns nicht ohne Interesse, Vertreter weiterer Gruppen 
von Pflanzeneiweifstoffen zu untersuchen, speziell auch in Hin- 
sicht auf Fragen nach der Bildung und Umwandlung der Eiweib- 
stoffe im pflanzlichen Organismus. Die Methode der Veresterung 
der Aminosiuren kombiniert mit der direkten Bestimmung der 
entweder direkt oder durch charakteristische Verbindungen 
isolierbaren Eiweifabbauprodukte (Glycocoll als Glycocollester- 
chlorhydrat, Glutaminsaure als Chlorhydrat, Tyrosin und die 
basischen Spaltprodukte) wird ohne Zweifel bei der systema- 
tischen Untersuchung der Eiweilstoffe von Samen und Keim- 
lingen verschiedenen Alters uns einen Einblick in die sich voll- 
ziehenden Umwandlungen und damit in den Eiweif-Ab- und 
-Aufbau der Pflanze geben. Untersuchungen in dieser Richtung 
sind bereits im Gange. 

Zu der vorliegenden Hydrolyse diente nach Ritthausen 
aus Lupinensamen dargestelltes, sorgfiiltig gereinigtes Eiweil. 
Es gilt fiir diesen, unter dem Namen Conglutin bekannten 
Eiweiikorper, wie tiberhaupt fiir fast alle und vielleicht auch 
fiir alle bis jetzt untersuchten Eiweifisubstanzen die Bemerkung, 
dali irgendwelche Kriterien fiir die Einheitlichkeit des ange- 
wandten Produktes nicht vorhanden sind. Der untersuchte 
Eiweibkérper ist nur charakterisiert durch seine Darstellungs- 
methode und seine Herkunft. 
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Bei der Spaltung des Conglutins durch rauchende Salz- 
siiure wurden mit Hilfe der Estermethode isoliert: Gly cocoll, 
Alanin, Leucin, Aminovaleriansaéure, Prolin, Pheny|- 
alanin, Asparaginsdure und Glutaminsaure. Tyrosin 
wurde in einer Probe durch Hydrolyse mit 25°/oiger Schwefel- 
siiure ebenfalls nachgewiesen, seine Menge jedoch nicht be- 
stimmt: ebenso wurde auf Cystin auch nur qualitativ in einer 
Probe der mit kochender Salzséure hergestellten Hydrolysen- 
fliissigkeit gepriift. Ferner wurde eine Probe des Conglutins 
in Wasser suspendiert und mit Toluol und Pankreassaft 10 Tage 
im bBrutraum aufbewahrt. Sie gab mit Bromwasser ausge- 
sprochene Tryptophanreaktion. Von E. Schulze und 
E. Winterstein sind friher!) schon im Conglutin Histidin 
(0,630), Arginin (6,9°%/o) und Lysin (2,1°/o) nachgewiesen 
worden. 

Es zeigt sich auch hier, daf das Conglutin dieselben 
Spaltprodukte aufweist, wie alle bis jetzt untersuchten kom- 
plizierten EiweiBarten. Es wird von Interesse sein, die Zu- 
sammensetzung des Conglutins speziell, was die Mengenverhiilt- 


nisse der einzelnen Aminosiiuren anbetrifft, mit anderen auf 


dieselbe Art dargestellten Eiweifstoffen aus Samen anderer 
Pflanzenarten zu vergleichen. Herr Dr. Boris Babkin wird 
demniichst itiber die Zusammensetzung des Legumins berichten. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden 400 g asche- 
und wasserfreies Conglutin aus Lupinensamen (der Wasser- 
gehalt des verwendeten Materiales betrug 8°/o und sein Asche- 
gehalt 0,65°/o) mit der dreifachen Menge rauchender Salzsaure 
am RiickfluBkiihler 6 Stunden gekocht. Es fand fast keine 
Ausscheidung von «Melaninen» statt. Die Hydrolysenfliissigkeit 
wurde nun, wie tblich, eingedampft, der Riickstand mit ab- 
solutem Alkohol iibergossen, gasformige, trockene Salzsiiure bis 
zur Sattigung eingeleitet, und dieser letztere Prozef nach jedes- 
maligem Eindampfen der Fliissigkeit unter vermindertem Druck 
und einer 40° nicht tibersteigenden Temperatur noch zweimal 


') E. Schulze und Winterstein: Uber die Ausbeute an Hexon- 
basen, die aus einigen pflanzlichen Eiweifstoffen zu erhalten ist. Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 547, 1901. 
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wiederholt. Die Ester wurden in der bekannten Weise in 
Freiheit gesetzt. Die Destillation der Ester ergab folgende 
Fraktionen: 


Fraktion I. O— 60° des Wasserbades und 12 mm Druck = 184 ¢g 


> Il. 60— 100° > » » 12 > >» a 33.8 » 
>» Ill. 100—105° »  Olbades > O6> > = 447 > 
>» IV. 105—200° > > 06> > = 1120 > 


Im Destillationskolben verblieb eine beim Abkiihlen vollig 
festwerdende dunkelbraun gefarbte, ziihe Masse. Ihr Gewicht 
hetrug 77 g. 

Die einzelnen Fraktionen wurden in der iiblichen Weise 
durch fraktionierte Kristallisation, Darstellung von Kupfersalzen 
usw. zerlegt. 

Fraktion I. 


Sie bestand zum grdften Teil aus Alkohol. Sie wurde 
mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsiiure tibergossen 
und auf dem Wasserbad vollig zur Trockene verdampft. Der 
kristallinische Ruckstand wurde mit 10 ccm absolutem Alkohol 
ibergossen und bis zur volligen Siittigung trockenes Salzsiiure- 
gas eingeleitet. Nach dem Abkiihlen der Fliissigkeit wurde ein 
Kristallchen von Glycocollesterchlorhydrat eingetragen. Nach 
kurzer Zeit erfolgte beim Stehen auf Eis reichliche Kristalli- 
sation. Die Menge des isolierten Glycocolls (umgerechnet vom 
Glycocollesterchlorhydrat) betrug 2,5 g. Das Filtrat vom Glycocoll- 
esterchlorhydrat wurde in der iiblichen Weise durch Kochen mit 
gelbem Bleioxyd von der Salzséure befreit. Es enthielt Alanin 
vom Schmelzpunkt 293° (korr.). Seine Menge betrug 2,0 g. 


Fraktion II. 


Sie wurde nach der Verseifung durch 7stiindiges Kochen 


mit dem sechsfachen Volumen Wasser am RiickfluBkiihler auf 


dem Wasserbade eingeengt, bis reichliche Kristallisation er- 
folgte. Die Mutterlauge der ersten Kristallisation wurde unter 
vermindertem Druck und einer 40° nicht iibersteigenden Tem- 
peratur vollig zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde 
zur Gewinnung des Prolins mit absolutem Alkohol ausgekocht, 
und der alkoholische Auszug mit dem bei der Fraktion III er- 
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haltenen vereinigt. Der in Alkohol unlésliche Teil wurde in 
Wasser heif} gelist und in der tiblichen Weise durch fraktionierte 
Kristallisation in die einzelnen Komponenten zerlegt. Die erste 
aus Wasser erhaltene Kristallisation bestand aus reinem Leucin. 
Isoliert wurden: 12,5 g Leucin, 5 g Alanin, 2,5 g Amino- 
valeriansiure und 0,75 g Glycocoll. Letzteres wurde aus einer 
der gesamten Fraktion aliquoten Menge als Esterchlorhydrat 
isoliert. Das isolierte Leucin schmolz gegen 297° (korr.). 
0,1641 g Substanz gaben 0,1423 g H,O und 0.3299 g CO, 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,96 %o C und 9,92%Jo H. 54,83%% C und 9,77%o H. 
Das bei 293° (korr.) schmelzende Alanin gab folgende 


Zahlen : 
0,1839 g Substanz gaben 0.2728 g CO, und 0,1273 g H,O 
Berechnet fiir CsH,NO,: Gefunden : 
40,45 G und 7,87° 0 H. 40,45 °/o und 7,69°/o H. 


Aminoisovaleriansaure : 

0,1120 g Substanz gaben 0,2102 g CO, und 0,0961 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
51,28°0 G und 9,40°'o H. 51,10°/o C und 9,53 H. 

Glycocollesterchlorhydrat : 

01835 g Substanz gaben 0, 2298 g CO, und 0,1230 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
34,43 °o C und 7,18°o H. 34,16 °/o C und 7,48°/o H. 


Fraktion III. 


Sie wurde nach Verseifung mit Wasser unter vermin- 
dertem Druck vollig zur Trockene verdampft, und der Riick- 
stand mit absolutem Alkohol ausgekocht. Der so erhaltene 
alkoholische Auszug wurde mit dem entsprechenden Extrakte 
aus Fraktion II vereinigt und unter vermindertem Druck die 
ganze Fliissigkeit zur Trockene verdampft, der Riickstand noch- 
mals in absolutem Alkohol gelist, vom ungelést Gebliebenen 
abfiltriert, und das Filtrat nochmals eingedampft. Der verbleibende 
Riickstand wurde nunmehr in Wasser geldst, die wiisserige 
Losung mit iiberschtissigem Kupferoxyd gekocht, vom ungelost 
gebliebenen Kupferoxyd abfiltriert, und das Filtrat zur Kristalli- 
sation eingeengt. Das so erhaltene Prolinkupfer entsprach einer 
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Menge von 10,5 g a-Pyrrolidincarbonsiure. Die Trennung in 
die aktive und racemische Form erfolgte, wie iiblich, durch 
Auskochen mit absolutem Alkohol. 

1,2210 g racemisches Prolinkupfer verloren bei 120° 0,1360 g H,O 

== 11,13°o H,0O. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu -+- 2 H,O : 10,99°%o H,O. 
0.1250 g bei 120° getrocknetes Prolinkupfer ergaben 0,0341 g CuO 
= 0,0272 Cu = 21,7%o Cu. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu : 21,8°o Cu. 
Aus dem in absolutem Alkohol unldslichen Teil wurden 

durch fraktionierte Kristallisation 14,5 g Leucin, 3 g Alanin, 
2 g Aminoisovaleriansaure erhalten. 


IV. Fraktion. 


Diese Fraktion, die die Ester der Glutaminsiiure, der As- 
paraginsiure und des Phenylalanins und héchst wahrscheinlich 
des Serins enthielt, wurde, wie bereits wiederholt geschildert, 
zunaichst vom Phenylalaninester befreit, und die tbrigen Ester 
mit Baryt verseift. Vom Phenylalanin wurden 12,5 g erhalten. 

0.1509 g Substanz gaben 0,3612 g CO, und 0,0895 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65,45 Jo C und 6,66 %o H. 65,28%o CG und 6.59% H. 

Aus der mit Baryt verseiften Losung fiel beim langeren 
Stehen asparaginsaurer Baryt in Kristalldrusen aus. Durch Um- 
setzen mit Schwefelsiiture wurden 2 g reine Asparaginsiure 
gewonnen: 

0,1800 g Substanz gaben 0,2380 g CO, und 0,0877 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,0,N: Gefunden: 
36,09 C und 5,26°0 H. 36,06 °jo C und 5, 41°/o H. 

Das Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurde mit Schwefel- 
siure quantitativ vom Baryt befreit, stark eingedampft, mit 
Salzsiiuregas gesiittigt und in der Kiilte mehrere Tage auf- 
bewahrt. Die ganze Masse hatte sich in einen dicken Kristall- 
brei verwandelt. Auf freie Glutaminsiiure berechnet, betrug die 
Ausbeute 22,0 g. 

0.1855 g Substanz gaben 0, 2752 g CO, und 0,1009 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
),81°%o C und 612° o H. M),47 C und 6.08% o H. 


4R4 Emil Abderhalden und J. B. Herrick, 


Aus der Mutterlauge des Glutaminsiurechlorhydrates wurde 
durch Kochen mit Bleioxyd die Salzsiure entfernt und aus der 
filtrierten, vom gelésten Blei befreiten Losung durch Einengen 
noch 10 g Asparaginsiiure gewonnen. Aus dem Filtrat der As- 
paraginsiiure wurde durch weiteres Einengen eine sii} schmeckende 
Verbindung isoliert, welche beim Erhitzen im Kapillarrohr sich 
von 215° an briiunte und bei 240° (korr.) vollig geschmolzen 
war. Offenbar lag Serin vor. Leider gab die Analyse keine 
gut stimmenden Werte. 


Destillationsritickstand. 


Der Destillationsriickstand wurde, wie bereits wiederholt 
beschrieben, mehrere Stunden mit Baryt am Riickflubkihler 
gekocht, dann der Baryt quantitativ mit Schwefelsiure entfernt, 
und das Filtrat vom Baryumsulfat stark eingeengt. Hierbei 
schied sich eine schwer ldsliche, dem Leucin aéhnliche Ver- 
bindung ab, welche auch das charakteristische blabblaue Kupfer- 
salz des Leucins gab. Durch Einleiten von gasformiger Salz- 
siiure in die konzentrierte Loésung und nach langerem Stehen 
auf Eis wurde eine reichliche Kristallisation von Glutaminsiure- 
chlorhydrat erhalten. Auf Glutaminsiure umgerechnet betrug 
die Ausbeute 4,2 g. Das Filtrat des Glutaminsaurechlorhydrates 
wurde durch Kochen mit Bleioxyd von der Salzsiiure  befreit. 
Es enthilt die Mutterlauge der Glutaminsaure neben geringen 
Mengen von Asparaginsiiure, Produkte, welche weder selbst 
kristallisieren, noch gut kristallisierbare Derivate z. b. Kupfer- 
salze geben. Diese Produkte sind regelmabig bei fast allen aus- 
gefiihrten Hydrolysen von Eiweiikérpern beobachtet worden, 
ohne daB es uns bis jetzt gelungen wire, diese hédchst wahr- 
scheinlich sekundir entstandenen Produkte so charakterisieren 
zu konnen, daf eine genaue Definition derselben moglich ge- 
gewesen wire, obwohl wiederholt Analysenresultate erhalten 
worden sind, welche wohl Berechnungen zulieBen. Da jedoch 
jede Gewihr fiir eine Einheitlichkeit dieser Produkte und jeder 
Kinblick in ihre Entstehungsart fehlt, haben wir es unterlassen, 
Schliisse aus unseren Analysen zu ziehen. 
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Berechnet man die gefundenen Mengen an Aminosiiuren ; a 
auf 100 g reines Conglutin, so erhalt man folgende Werte: 
Glycocoll O.8 
Alanin 2.5 %o 
Aminovaleriansiure 


Leucin 6.75 
Prolin 2,6 °/o 
Glutaminsaure 6,5 
Asparaginsiure 3.0 %o 
Nachschrift: Nach Abschlufi dieser Untersuchung ist 
eine denselben Eiweifkoérper betreffende Arbeit von Winte r- 
stein und E. Pantanelli!) erschienen, deren Resultate mit | 
den unsrigen iibereinstimmen. Eine Ausnahme macht nur das 
Glycocoll, das die genannten Autoren vermiften. 
1) EF. Winterstein und E. Pantanelli, Uber die bei der Hydro- 
lyse der Eiweifisubstanz der Lupinensamen entstehenden Monoamino- : 
sduren. Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 5S. 61, 1905. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLV. 
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Untersuchungen iiber das Skatol. 
Von 


Ch. Porcher und Ch. Hervieux. 


Mit einer Tafel. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Ecole nationale vétérinaire zu Lyon.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Juli 1905.) 


Wiahrend man die verschiedenen Umwandlungen, die das 
Indol nach der Resorption vom Darm aus durchmacht, hin- 
reichend kennt, sind unsere Kenntnisse beziiglich des Skatols 
viel liickenhafter, sodafi es wiinschenswert erscheint, einmal 
zu priifen, was fiir objektive Veridinderungen der Harn aufweist, 
wenn man ihn nach groberen Skatolgaben mit den wblichen 
Reagentien untersucht. 

Vom Indol ist es ja bekannt, dab es, auf diese oder jene 
Weise in den Tierkorper eingefiihrt, im Urin als Indikan,!) das 
Kaliumsalz der Indoxylsec hwefelséiure, ausgeschieden wird, deren 
Formel bekanntlich die folgende ist 

/~—080,K 
NH 

Nun liegt es auferordentlich nahe, von dem mit dem Indol 
verwandten Skatol anzunehmen, dafi es nach der Resorption 
einfach seine Methylgruppe verliere und gleichfalls in der Form 
von Indikan ausgeschieden werde; das nehmen denn auch eine 
Reihe von Forsechern an: allein unsere Versuche erwiesen das 


') Ist tubrigens die verabfolgte Menge an Indol zu grof, so wird 
ein erheblicher Teil davon nicht als Indikan ausgeschieden, sondern in 
einer andern Form, itber die man noch nicht ganz im klaren ist; es 
handelt sich auch hierbei um ein Derivat des Indoxyls, doch nicht um 
ein Produkt der Paarung mit Schwefelsdure. 
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Gegenteil, denn der Farbstoff, den wir nach Einfiihrung von 
Skatol erhielten, ist ein ganz anderer, als der vom Indikan 
sich herleitende. LaBt man niimlich auf Indican starke Salz- 
siure unter Zusatz eines schwachen Oxydationsmittels ein- 
wirken, so erhalt man zwei Indigofarbstoffe, einen blauen und 
einen roten. Der blaue, stirker in den Vordergrund tretende, 
ist in Chloroform léslich, der rote, auch Indirubin genannt, 
list sich in Chloroform und Ather. Dagegen liefert bei der 
gleichen Behandlung Skatolharn ausschlieBlich einen roten Farb- 
stoff, der sich aber vom [ndirubin dadurch unterscheidet, dal 
er sich in Chloroform und Ather nicht list. 

Auf die Einzelheiten dieser Reaktionen werden wir spiiter 
noch eingehen. Vorerst mochten wir einiges in betreff der 
Versuchsanordnung erwiihnen. 

In erster Linie war es fiir uns von Wichtigkeit, einen 
Harn zu bekommen, der womodglich kein Indikan enthielt, und 
wir erreichten dies am einfachsten, indem wir die Tiere zuerst 
griindlich abftthren lieben und sie weiterhin, wiihrend der ganzen 
Versuchszeit nur mit Milch, der man passend etwas Molke 
zusetzen kann, ernahrten. brotsuppe leistete dieselben Dienste. 
Auf diese Weise erhalt man einen Urin, der so gut wie gar keine 
Indoxylderivate mehr enthiilt.. Priift man ihn unter Anwendung 
des bewahrten Verfahrens von Bouma!) mit chlorhydrischem 
Isatin, so geht in den Chloroformauszug nur ein déiuBerst schwacher 
rosa Farbstoff iiber, den man vernachliissigen kann. 

Wir mochten noch bemerken, dafi wir es fiir unerlaBlich 
halten, die Versuchstiere in der angegebenen Weise zu behandeln. 

Was nun die Art betrifft, in der das Skatol verabreicht 
wurde, so bedienten wir uns anfangs wegen seiner geringen 
Léslichkeit in Wasser einer stark alkoholischen Loésung, die 
entweder unter die Haut gespritzt oder per os  verabreicht 
wurde. Da man auf diese Weise aber meist durch den Alkohol 
schwere Vergiftungen erzeugt, die hiiufig zum Tode fiihren, ist 
es zweckmabiger, das Skatol fein zu pulverisieren, mit Ol griind- 
lich bis zur Bildung einer gleichmiéfigen Suspension zu_ver- 
reiben und so mit Hilfe der Schlundsonde in den Magen ein- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 82, 1902. 
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zufiihren. Dieser Methode, die ja auch die natiirlichen Verhalt- 
nisse am besten nachahmt, bedienten wir uns spater ausschlieb- 
lich, doch sei bemerkt, daf in jedem Faille der Urin sehr schnell 
die Eigenschaft bekam, nach Zusatz des gleichen Volumens 
Salzsiture eine rote Farbe zu zeigen. 
Wir gehen jetzt zur Schilderung der einzelnen Versuche 
liber. 
Versuche. 


Zuerst hatten wir zu erwelsen, daf} Urin, der sofort nach 
der Verabreichung des Skatols gelassen wird, niemals freies 
Skatol enthiilt, er hat die normale Farbe und den gewohnlichen 
Geruch. 

Man stellt den Harn zu diesem Zwecke im Dampfstrom, 
extrahiert das Destillat mit Benzol und priift das Extrakt nach 
Ehrlich!) p-Diaminobenzaldehyd. Diese fiir Skatol so 
emptindliche Reaktion faillt dann negativ aus. 

100 com Harn werden mit etwas Natronlauge alkalisch 
gemacht und hierauf mit 25 cem Ather oder besser noch (vollig 
thiophenfreiem) Benzol ausgeschiittelt. Der Auszug gibt nicht ein- 
mal nach dem teilweisen Eindampfen die Ehrlichsche Reaktion. 

Nun kam es darauf an, zu ermitteln, auf welche Weise 
man am besten das Vorhandensein der Muttersubstanz des 
Skatolfarbstoffes im Urin nachweisen kénnte; bisher bediente 
man sich ja meistens der Salzsiure, die in positiven Fallen 
eine schone Rosa- bis Rotfirbung erzeugt. Doch schien es uns 
nichtunwichtig, auch mit andern Siiuren einen Versuch zu machen. 
So erhielten wir mit Essigsiiure, sowie mit 10°/oiger Schwefel- 
siiure in der Kilte keine Fiarbung, wohl aber, wenn wir mit 
10°/oiger Schwefelsiiure erwiirmten; da jedoch in diesem Falle 
die Reaktion nicht so intensiv ist, andrerseits es untunlich er- 
scheint, noch mehr Schwefelsiiure anzuwenden, sind wir dahin 


') Dies geschieht am besten auf folgende Weise: Man verdiinnt 
den Benzolextrakt mit dem fiinften Volumen einer alkoholischen Lésung 
von p-Dimethylaminobenzaldehyd (1:20) und schichtet mit Hilfe einer 
feinen Pipette etwas konzentrierte Salzsiiure darunter; ist Skatol vor- 
handen, so tritt an der Beriihrungsfliche beider Fliissigkeiten eine blau- 
violette Farbung auf. 
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gekommen, bei unseren weiteren Beobachtungen uns ausschlieb- 
lich der Salzsiiure zu bedienen: man fiigt einfach das gleiche 
Volumen der reinen Siiure hinzu und erhiilt je nach der Kon- 
zentration des in Frage stehenden Koérpers sofort eine deutliche 
Rosa- bis Rotfiirbung. Auf das sofortige Auftreten der Farben- 
reaktion modchten wir besonders hinweisen. Es ist dies ein 
charakteristisches Unterscheidungsmerkmal gegentber dem Indi- 
rubin. Bei der Erzeugung der Indigoreaktion in Indikanharnen 
durch Salzsiiure tritt némlich der rote Farbstoff erst allmihlich 
nebem dem Indigoblau auf, sodab er eher als etwas Sekundiires 
anzusehen ist. 

Um zu priifen, ob man auch mit weniger Salzsiiure das- 
selbe erreichen konne, reinigten wir den Urin mit Bleizucker, 
fallten das iiberschiissige Blei mit Natriumsulfat aus und ver- 
setzten nun 


1. 10 ccm des Filtrates mit 1 cem Salzsiiure. 
2 10 >» » » 2 

3. 10 » » > » 5b » > 

10 » > » 10 


Ks zeigte sich sofort, daf in der Kilte der Farbenton 
bei 1 und 2 viel schwiicher, als bei 3 und vor allem bei 4 
war: setzten wir aber die beiden ersten Proben auf ein sieden- 
des Wasserbad, so trat auch hier die Farbe so deutlich hervor, 
wie im Falle der stiirksten Konzentration. Die Erwiirmung des 
Harnes an sich konnte auf die Harnfarbe selbst keinen Einfluf 
haben, da es sich in unserem Falle nicht um Pflanzenfresser 
handelte. Der Harn solcher Tiere hingegen gibt ja oft infolge 
seines Gehaltes an aromatischen Substanzen schon bei ein- 
fachem Erwiirmen eine Farbenveriinderung, indem er dunkel- 
braun wird. 

Auch der Zusatz geringer Mengen von Oxydationsmitteln, 
wie H,O, oder Alkalipersulfat, ist auf die Stirke der Farbe 
nicht ohne EinfluB. Gibt man niimlich zu den Proben 1 und 2 
in der Kiilte zwei Tropfen Wasserstoffsuperoxyd, so wird das 
Rot stiirker, doch ist ein Zuviel an oxvdierendem Mittel ent- 
schieden von Nachteil, indem dann die Farbe wieder abblabt: 
nicht uninteressant ist es dabei, dali dasselbe Quantum H,O,, 
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das die matten Proben intensiver macht, die Proben 3 und 4 
wieder etwas entfiirbt, sodaB sie nach Zusatz von 4 Tropfen 
Wasserstoffsuperoxyd bereits ganz farblos sind. 

Wir miissen noch bemerken, dab ein soleher kinfluB von 
Oxydationsmitteln sich unseres Erachtens nur bei Urinen geltend 
macht, die die betreffende Muttersubstanz in relativ geringer 
Menge enthalten: hiitten wir Urine zur Verfiigung gehabt, die 
von Fiitterungsversuchen mit 0,5 oder gar 1 g Skatol stammten, 
so wiirde sich gewil) die Wirkung der Oxydation kaum haben 
fiubern konnen. 

Interessant schien uns tibrigens auch noch ein Versuch 
mit Salpetersiiure, da diese zugleich eine starke Mineralsiiure 
und ein gutes Oxvdationsmittel ist. In der Tat erreichten wir 
unter Anwendung 10° oiger Siiure eine schone Kotfirbung, die 
sich 2 bis 4 Wochen bei Zimmertemperatur hielt, beim Er- 
wiirmen auf dem Wasserbade aber verloren ging. 

Nach alledem sind wir denn zu dem Schlub gekommen, 
bei Anstellung der Probe der Salzsiure in der Regel kein Oxy- 
dationsmittel hinzuzufiigen. Nur in Fiillen, wo die Menge der 
in Frage stehenden Substanz erheblich ist, setzen wir eine Spur 
Wasserstoffsuperoxyd zu. 

Sehr bemerkenswert ist es fernerhin, nach laingerem 
Stehen in der roten, sauren Fliissigkeit eine Triibung auftritt, 
die zur Ausscheidung zerflieBlicher, allmihlich zu Boden sinkender 
Flocken von dunkelroter Farbe fiihrt. Man kann dieses Sediment 
auch schneller gewinnen, wenn man zentrifugiert. Die dariiber- 
stehende Fliissigkeit ist dann nur noch gelbrot. — Auf diese 
Weise hat man also die Moéglichkeit, das «Skatolrot», wie wir 
den roten Farbstoff kurz nennen wollen, in reinerer Form dar- 
zustellen. 

Was nun das Verhalten gegen verschiedene Losungsmittel 
betrifft, so konstatierten wir, daB das Skatolrot in Ather, Petrol- 
‘ither, Benzol, Schwefelkohlenstoff und Chloroform unléslich ist. 
Das Chloroform nimmt allerdings nach anhaltendem Schiitteln 
mit einem Urin, der den in Rede stehenden Koérper besonders 
reichlich enthélt, einen sehr schwach rosa Ton an, doch glauben 
wir, daB das Skatolrot in diesem Falle nicht selbst im Chloro- 
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form gelist ist, sondern nur die salzsaure Fliissigkeit, die den 
Farbstoff enthilt. — Die Unléslichkeit in Chloroform und Ather 
ist ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal gegeniiber dem In- 
digotin und Indirubin, denn wie schon erwiihnt, lOst sich ja 
das erstere in Chloroform, das letztere in beiden LOsungsmitteln, 
sodaB man auf diese Weise in den Stand gesetzt ist, die drei 
Kérper von einander zu trennen. 

Als Lésungsmittel fiir das Skatolrot bewiihrte sich uns 
am besten der Amylalkohol, der nach gelindem Schittteln 
schnell den Farbstoff aufnimmt: verwendet man Amyl- 
acetat, so mu intensiver geschittelt werden. 

Eine weitere wichtige Beobachtung, die wir machten, ist 
die, der Farbstoff anscheinend nur in sauren Losungen 
bestiindig ist. Macht man namlich eine deutlich rot gefiirbte 
Harnprobe mit Natronlauge alkalisch, so blaBt sie giinzlich ab 
und die Farbe kehrt erst nach erneutem Ansiiuren mit Salz- 
siture wieder. Danach kann man sich die Anschauung. bilden, 
dafi das Skatol auf seinem Wege durch den Organismus in 
einen Korper tibergeht, der als farbloses Salz im Harn auftritt, 
und daf} aus diesem Salz bei Behandlung mit starken Mineral- 
siuren eine farbige Siure, eben das Skatolrot, frei wird. 

Lief man iibrigens die Natronlauge auf die oben erwahnten 
Flocken einwirken, so listen sie sich unter Entfarbung voll- 
stiindig auf, wihrend ein stark gefiirbter amylalkoholischer 
Extrakt nicht zum volligen Abblassen zu bringen war. Amyl- 
alkohol hiilt den Farbstoff merkwiirdig fest.') 

Interessant ist ferner das Verhalten der Substanz gegen 
Reduktionsmittel. Liaft man namlich Zinkstaub mit Essigsiiure 
oder Salzsiiure auf sie einwirken, so tritt gleichfalls eine Ent- 
firbung ein, die durch vorsichtigen Zusatz von Alkalipersulfat- 


') Diese Eigentiimlichkeit kommt nicht dem Skatolrot allein zu; 
auch beim Biliverdin beobachtete der eine von uns, daf\ eine amyl- 
alkoholische Lisung, mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert oder gar 
alkalisch gemacht, selbst bei anhaltendem, energischem Schitteln nur 
sehr schwer seine Farbe an Wasser abgibt. Es ist das ohne Zwerfel 
ein Nachteil dieses sonst so ausgezeichneten, viel angewandten 
Lésungsmittels. 
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losung riickgiingig gemacht wird. War von diesem Oxydations- 
mittel etwas reichlich zugesetzt worden, so lieb sich jedoch 
die Entfiirbung durch Reduktion nicht wieder erzielen. 

Auch nach Fallungsmitteln fiir das Skatolrot haben wir 
gesucht und Quecksilbernitrat sowie Bleiessig sehr wirksam in 
dieser Richtung gefunden. Bleiessig fallt den Farbstoff weniger 
vollstindig, wie das Quecksilbersalz, das ihn fast ganz zur 
Ausscheidung bringt, wenn es sich nicht gerade um eine allzu 
intensiv gefiirbte Losung handelt. Nicht mitgerissen wird der 
Korper jedoch durch Bleizucker,!) wiewohl es zweckmiabig ist, 
den Harn vorher mit diesem Fallungsmittel zu behandeln: man 
bekommt auf diese Weise ein Filtrat, das viel weniger tingiert 
ist, als der urspriingliche Harn, und nach dem Zusatz von 
Salzsiiure tritt die Rotfirbung dann um so klarer hervor. 

Was nun vor allem als ein bemerkenswerter Punkt in 
unseren Untersuchungen hervorgehoben werden mul, ist die 
Tatsache, dali es uns nie gelungen ist, neben dem Skatolrot, 
Indikan nachzuweisen: es ist dies deshalb von Wichtigkeit, 
weil damit die Behauptung, das Skatol verliere auf dem Wege 
durch den Tierkérper seine Methylgruppe und werde als Indoxyl- 
verbindung ausgeschieden, fiir immer widerlegt ist. Man mag 
das Skatol auf diese oder jene Weise dem Organismus zufitihren, 
stets tritt im Harn ein Chromogen auf, das mit dem Indikan 
nichts zu tun hat. 

Nachdem wir so das Verhalten des Skatolrotes zu verschie- 
denen Substanzen studiert hatten, ertibrigte es noch, den Farb- 
stoff spektroskopisch eingehend zu untersuchen. Hierbei machte 
sich nun der Mangel einer quantitativen Bestimmungsmethode 
recht geltend: um aber doch wenigstens einen gewissen Anhalt 
fiir die Konzentration der jeweils zu untersuchenden Losung 
zu haben, stellten wir uns zuerst eine moglichst konzentrierte 
und hinreichend reine Skatolrotldsung auf folgende Weise her: 
Der Harn eines Tieres, dem Skatol in groéferer Dosis ein- 
gegeben war, wurde mit Bleizucker gefiillt, nach dem Filtrieren 

‘') In Ermangelung einer exakten Bestimmungsmethode des Skatol- 


rotes haben wir uns begniigen miissen, mit Hilfe des kolorimetrischen 
Verfahrens die Quantitiiten anniihernd zu schitzen. 
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mit dem gleichen Volumen reiner Salzsiiure versetzt und bis 
zur Abscheidung von Flocken stehen gelassen: nachdem diese 
dann durch Zentrifugieren isoliert waren, wurden sie in wenig 
Amylalkohol gelést, worauf die amylalkoholische Losung mehr- 
mals mit Wasser durehgeschiittelt und filtriert wurde: auf diese 
Weise bekamen wir eine schone klare Losung, von wir 
je nach Bedarf tropfenweise etwas in das Gefif des spektro- 
skopischen Apparates hineingaben: dieses wurde dann mit Amyl- 
alkohol versetzt und gut umgeschiittelt. 

Beginnt man nun bei der Beobachtung mit sehr ver- 
diinnten LOsungen, so sieht man zuerst nur ein’ graues Band 
auftreten, dessen Riinder verwaschen sind, das sich aber mehr 
und mehr hervorhebt, wenn man die Konzentration resp. die 
Dicke der Fliissigkeitsschicht steigert: man erkennt dann deut- 
lich seine Lage zwischen den Wellenliingen 577 und 550 links 
von der D-Linie des Natriums. (Siehe Tafel 1.) 

Anders gestaltet sich das bild, wenn man statt des ge- 
reinigten Priiparates einfach amylalkoholische Extrakt 
eines chromogenhaltigen Harnes untersucht, der vorher mit 
Salzsiiure angesiiuert war: in diesem Falle tritt links von dem 
soeben definierten Band jenseits der D-Linie noch ein zweiter 
schmialerer Streifen von wechselnder Helligkeit!) auf: manch- 
mal nur als leichte Fiirbung angedeutet, liegt er etwa in der 
Gegend der Wellenlange 624. (Siehe Tafel II.) 

Bei den Konzentrationen, die wir wihlten, zeigte sich 
auberdem eine Verdunkelung des ganzen Spektrums auf der 
rechten Seite, die sich iiber das Gebiet des Violett, des Blau, 
ja bis ins Griin hinein erstreckte, soda von diesen Farben 
dann nichts mehr zu sehen war. Besonders haben wir das 
gefunden bei Untersuchung von Urinen, die reich an dem von 
Nencki und Sieber entdeckten Urorosein waren: dieses lietert 
gleichfalls den charakteristischen ersten Streifen des Skatolrots, 
Wweswegen wir nicht anstehen, beide Koérper miteinander zu 
identifizieren. Der zweite Streifen mu offenbar auf Verun- 


', Die verschiedene Intensitit dieses zweiten Absorptionsstreifens 
deutet natiirlich darauf hin, daf§ der ihm zugrunde liegende chemische 
Korper in sehr wechselnden Mengen im Urin auttritt. 
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reinigungen zuriickgefihrt werden. Bemerkt sei tibrigens noch, 
dali bei sehr starker Konzentration alle Teile des Spektrums 
zur Absorption kommen, mit Ausnahme des Gebietes vom 
Ultrarot bis zur Wellenlinge 624. 

Soweit unsere Versuche. Im folgenden werden wir nun 
etwas niiher auf die einschliigige Literatur eingehen und gleich- 
zeitig den von uns eingenommenen Standpunkt naher priizisieren. 

Eine mit dem Skatolrot identische Substanz ist zweifellos 
schon friiher bekannt gewesen, doch ist es uns vermoge ver- 
besserter Versuchsanordnung gelungen, zu einer reineren Dar- 
stellung zu gelangen und zu gleicher Zeit die Beziehung des 
Korpers zum Skatol einwandsfrei zu erweisen. — Uberblickt 
man die nicht geringe Zahl von Arbeiten, die sich mit dem 
Auftreten von roten Farbstoffen im Urin beschiiftigen, so findet 
man erstens einmal eine Reihe von Substanzen geschildert, 
die von den betreffenden Autoren mit dem Skatol nicht in 
Zusammenhang gebracht werden. Es ist dies besonders das 
Urorosein yon Nencki und Sieber,!) das Uroerythrin von 
Simon,?) des weiteren ein von Giacosa’) gefundener Farbstoff, 
dann das Purpurin von Golding Bird, das Uromelanin von 
Plosz') und eine Substanz, deren Auftreten im Harn Melanotischer 
von Brandl und Pfeiffer®) beschrieben wurde. Davon interes- 
siert uns vor allem das von Nencki und Sieber entdeckte 
Urorosein, da es in der Tat mit dem von uns dargestellten Korper 
als identisch bezeichnet werden mu, denn im wesentlichen auf 
gleiche Weise dargestellt zeigen beide Substanzen dasselbe che- 
mische Verhalten und ein gleiches Spektrum. Weniger sicher ist uns 
eine solche Identitiit mit den Farbstoffen, die von Simon,Giacosa 
und Brand! und Pfeiffer beschrieben sind, doch haben wir den 
Kindrueck gewonnen, dab es sich auch hier im  wesentlichen 
um Skatolrot gehandelt hat, nur wird eine mangelhafte Rein- 
darstellung zu ungenauen Resultaten gefiihrt haben. 


') Journal f. prakt. Chemie [2], Bd. XXVI, 8. 333 (1882). 

?) Handbuch der angewandten mediz. Chemie, Bd. VII, 5S. 342 (1840). 
*) Ann. di chim. e di farmac. [4], Bd. HI, S. 201. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 89 (1883). 

*, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XXVI, S. 375. 
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Eine Reihe anderer Forscher beschriinken sich aut die 
Schilderung von Farbstoffen, die sie erhielten, wenn Tieren 
kiinstlich Skatol zugefiihrt wurde, wie wir selbst das ja auch 
getan haben. Es kommen hier vor allem in Betracht die 
Arbeiten von Brieger,!) Mester,?) Otto,§) Réssler*) und 
neuerdings noch die Publikation von Grosser. °) 

Auch diese Autoren haben zweifellos  «Skatolrot» in 
Hiinden gehabt, doch begingen sie alle den Fehler, nicht die 
Indoxylderivate vorher zu beseitigen, sodas man nie weil, 
inwieweit der in Frage stehende Skatolfarbstoff verunreinigt 
war: nicht oft genug kOnnen wir deshalb darauf hinweisen, 
wie wichtig es ist, sich bei Fiitterungsversuchen mit Skatol 
der im Anfange dieser Arbeit geschilderten Kautelen zu be- 
dienen: es ist ganz unerlablich, den Darm vorher griindlich zu 
entleeren und auch weiterhin wihrend der ganzen Versuchszeit 
die Bildung von Fiiulnisprodukten nach Méglichkeit zu verhiiten. 
Der Unterlassung dieser Vorsichtsmabregel ist es auch zweifellos 
zuzuschreiben, dafi Brieger nach der Verfiitterung von Skatol 
an Kaninehen einen Farbstoff aus dem Urin gewann, der, 
wenn auch sonst mit unserem Skatolrot) ziemlich iiberein- 
stimmend, sich doch durch eine gewisse Loslichkeit in Chloroform 
und Ather von diesem unterschied, ein deutlicher Hinweis auf eine 
Verunreinigung mit Indirubin. Das gleiche mu von dem Farb- 
stoff gelten, den Mester nach Verfiitterung von Skatol aus 
dem Urin eines Hundes darstellte: auch hier wird Chloroform 
als Losungsmittel verwandt. 

Nur streifen wollen wir weiterhin die Arbeit von Otto, 
der, ohne in betreff des Skatolrotes wesentlich neues beizu- 
bringen, sich in erster Linie mit der Muttersubstanz unseres 
Farbstoffes befafit hat; iiber dieses «Chromogen» werden wir 
selbst in einer spateren Publikation ausfiihrlicher berichten. 


') Ber. d. deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XII, S. 1988 (1879). 
Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 416 (1880). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XH, S. 130 (1888). 

*) Archiv fiir die Ges. Physiologie, Bd. XXXII], S. 615 (1884). 


*) Zentralblatt fiir innere Medizin, Nr. 35, S. 847 (1901). 
°) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 320 (1905). 
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Hier mochten wir aber noch etwas niher auf die Resultate, 
die ROssler bekommen hat, eingehen; er experimentierte am 
Menschen und gewann nach Verabreichung von Skatol per os 
aus dem Harn einen Farbstoff, der mit dem unsern im wesent- 
lichen iibereinstimmt, von RoOssler aber als durchaus. ver- 
verschieden von Urorosein hingestellt wird; ohne die Einzel- 
heiten dieser Untersuchung alle durchgehen zu wollen, modchten 
wir doch auf zwei Punkte hinweisen, die uns besonders zur 
Kritik Anlafi geben: benutzt, um die Verwandtschatt 
seiner Substanz mit dem Skatol zu erweisen die Nitroprussid- 
reaktion; diese fillt aber mit ganz reinem Skatol negativ aus. 
Des weiteren bekommt er bei der Destillation mit Zinkstaub 
Rotfiirbung eines in Salzsiiure getauchten Fichtenspanes, was 
ja fiir Pyrrol charakteristisch ist; das gleiche kann man jedoch 
auch beim #ndol erzielen, sodaB von einer scharfen Charakte- 
risierung des in Frage stehenden Korpers auf diese Weise nicht 
die Rede sein kann. 

Die neuste fiir unser Thema in Betracht kommende Arbeit 
stummt von Grosser: er stimmt eigentlich in allen Punkten 
mit der Ansicht tiberein, die wir selbst schon in einer vor- 
liiufigen Mitteilung!) dargelegt hatten. Vor allem identifiziert 
auch er das Skatolrot mit dem Urorosein. 

Nicht unerwiihnt diirfen zum = Schluf die Publikationen 
von Rosin?) und Maillard’) bleiben. Rosin, der schon im 
Jahre 1891 eine Zusammenstellung aller einigermaben gut 
charakterisierten roten Harnfarbstoffe gab und jeden einer ein- 
gehenden Kritik unterzog, macht bereits damals darauf aut- 
merksam, dab der von Brieger beschriebene Korper wahr- 
scheinlich stark mit Indigofarben verunreinigt gewesen ist, 
ferner zieht er eine scharfe Grenze zwischen dem Skatolfarb- 
stoff und dem Indirubin:; das gleiche tut auch Maillard, der 
in einer ausgezeichneten Arbeit die Resultate Rosins noch 
niiher prazisiert. 


Comptes rendus Académie des Sciences, 27. Juni 1904. 

2) Virchows Archiv, 123, 8S. 519 (1891). 

*) Lindoxyle urinaire et les couleurs qui en dérivent. Paris 1905, 
Schleicher fréres. 
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Untersuchungen tiber das Skatol. 497 


Nach dieser kurzen Ubersicht iiber die einschliigigen Ar- 
beiten, mochten wir noch einmal hervorheben, dab fiir uns alle 
die roten Farbstoffe, die von Nencki und Sieber, Plosz, 
Golding Bird, Harley und Giacosa beschrieben sind, sich 
vom Skatol herleiten, in gleicher Weise, wie alle Indigofarben, 
die man aus Harn gewinnen kann, ausschlieblich auf im Darm 
vorhandenes Indol zuriickzufiihren sind. 

Zum Schluf sei noch besonders darauf hingewiesen, dab 
es uns gelungen ist, das regelmiifige Auftreten des Skatolrotes 
im Harn aller Tiere, die wir daraufhin untersuchten, zu_er- 
weisen. Vom Indikan war ein regelmiibiges Auftreten ja schon 
lange bekannt und wenn man den Skatolfarbstoff daneben oft 
iibersehen hat, so liegt das offenbar an den hiiulig recht spar- 
lichen Mengen, in denen er sich findet. Im Harn von Wieder- 
kiiuern ist sein reichliches Vorkommen bereits in verschiedenen 
Arbeiten beschrieben, die hier aufzuzihlen wir nicht fiir notig 
halten. 

Diagnostische Schliisse beziiglich eines krankhaften Zu- 
standes an das gelegentliche Auftreten groferer Mengen Skatol- 
rot im Harn zu kntipfen, erscheint uns bisher nicht mdglich. 
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Bemerkung zu der Mitteilung der Herren Kutscher und 
Lohmann: -Die Endprodukte der Pankreasselbstverdauung - 
Von 
P. A. Levene. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Juni 1905.) 


In ihrer IV. Mitteilung ber «Die Endprodukte der Pankreasselbst- 
vergauung» machen Kutscher und Lohmann die folgende Bemerkung: 
«Eingehender haben wir uns noch mit der Frage beschaftigt, ob bei der 
Pankreasselbstverdauung sich regelmafig Uracil oder Thymin bildet. Zahl- 
reiche Versuche, die von Kutscher bereits friiher in dieser Richtung 
angestellt waren, hatten ein negatives Resultat ergeben ... Die Me- 
thode, welche von Kutscher zur Gewinnung des Thymins und Uracils 
aus den Verdauungsprodukten der Thymus benutzt wurde, hatte Levene 
in ganz iihnlicher Form auf das Pankreas angewandt. Er gibt an, damit 
dort Uracil gewonnen zu haben, das er durch Analyse als solches identi- 
fizierte.» Und zum Schluf: «Demnach treten Thymin und Uracil sicher 
nicht regelmiifig bei der Pankreasselbstverdauung auf.» 

Da Kutscher einer der besten Kenner der Pyrimidinbasen ist, so 
mag seine Angabe einen gewissen Zweifel tiber die Richtigkeit meiner 
Beobachtungen tiber das Vorkommen von Uracil bei der Pankreasautolyse 
erregen. Nun ist aber meine Erfahrung von der des Herrn Kutscher 
verschieden. Ich hatte dreimal Gelegenheit, das Endprodukt der Pankreas- 
autolyse auf Pyrimidinbasen zu untersuchen und habe dabei in keinem 
Falle das Uracil vermifst,') und zwar zum erstenmal einige Zeit vor dem 
Erscheinen der Kutscherschen Mitteilung tiber «Das proteolytische Enzym 
der Thymus.»?) Das Verfahren zur Trennung der Pyrimidinbasen von 
den anderen Endprodukten beruhte zwar in meiner Arbeit auf demselben 
Prinzip wie das von Kutscher, doch war es nicht mit diesem identisch. 

Der Unterschied zwischen den beiden Verfahren ist der folgende: 

1. Die Abscheidung der Alloxurbasen durch Silbernitrat wird yon 
Kutscher bei schwach saurer Reaktion ausgefiihrt. In meiner Arbei! 

') Diese Bd. XXXII, 5. 546, 1901; Bd. XXXVII, 5. 527, 
1903; Bd. XLI, S. 397, 1904. 

*) Diese - itschrift, Bd. XXXIV, S. 114, 1901. 
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wurde die die Alloxurbasen enthaltende Flissigkeit so lange mit Salpeter- 
siiure behandelt, bis sie auf Congo sauer reagierte. 

2. Die Histidinfraktion wird von Kutscher durch Schwefelwasser- 
stoff vom Silber befreit und aus dem silberfreien Filtrate Histidin und 
Cytosin durch Phosphorwolframsiure entfernt. 

Nur das Filtrat von diesem Niederschlage wurde auf die Anwesenheit 
von Pyrimidinbasen untersucht. 

Das bei meiner Arbeit angewandte Verfahren war weniger kom- 
pliziert; das Filtrat vom Schwefelsilber wurde erhitzt bis der Schwefel- 
wasserstoff entfernt war, dann mit Barytwasser genau von Schwefelsiure 
befreit und bei etwa 15 mm Druck bis zur Trockene eingedampft. Der 
Riickstand wurde in einem kleinen Uberschuf von Schwefelsiiure unter 
Erwiirmen aufgelést und der Kristallisation tiberlassen. Man braucht das 
so erhaltene Uracil nur einmal umzukristallisieren, um es analysenrein 
zu erhalten. 

3. Die Quantitét der angewandten Driisen war bei meinen Ver- 
suchen bedeutend gréfer als in denen von Kutscher und Lohmann. 
Ich verwendete etwa 8 bis 10 kg fiir ein Experiment. 

Hier méchte ich auch an einen Befund erinnern, den ich an anderer 
Stelle mitgeteilt habe.') Genau gleiche Quantititen von frischen Pankreas- 
driisen und von solchen, die der Selbstverdauung unterworfen gewesen 
waren, wurden mit Salzséiure hydrolysiert. Aus den frischen Organen 
wurden gewonnen 0,460 g Uracil und 1,00 g Cytosin, aus den verdauten 
nur 0,600 g Uracil. Es scheint also, dafi bei der Autolyse die Pyrimidin- 
basen einer Zersetzung unterworfen sind. 

Die Abweichungen der von Kutscher und Lohmann erhaltenen 
Resultate von den meinigen kénnen entweder durch die verschiedene 
Verdauungsintensitat oder durch die Unterschiede im Verfahren zur Dar- 
stellung der Basen erklirt werden. Wiirde es den Herren Kutscher 
und Lohmann auch nach meinen Angaben nicht gelungen sein, Pyrimidin- 
basen darzustellen, so wiirde man zur Annahme der ersten Erklirung 
gezwungen sein. 


") American Journal of Physiology, Bd. XII, S. 283—285, 1904. 
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Notiz dber den Nachweis von Fructose neben Glucosamin. 
Von 


Carl Neuberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1905.) 


Durch die Untersuchungen von L. Langstein') weifs man, daf 
bei der Hydrolyse von Glykoproteiden Traubenzucker, Fructose und Glucos- 
amin gleichzeitig auftreten kénnen. Die beiden ersten lassen sich, 
wie friher gezeigt,*) mittels Methylphenylhydrazin neben einander er- 
kennen; das Verhalfen des Glucosamins zu Methylphenylhydrazin unter 
verschiedenen Bedingungen ist jedoch unbekannt. 

Wie friiher angegeben (I. c.), bilden beide bei der gewOhnlichen 
Art der Osazondarstellung ebensowenig das Methylphenylosazon, als es 
hierbei der Traubenzucker tut, wie schon 1889 E. Fischer?) fand. Fir 
physiologische Zwecke haben Neuberg und Strauf‘) zwei verschiedene 
Vorschriften zum Nachweis des Fruchtzuckers angegeben: entweder wird 
das Gemisch der Komponenten 3—5 Minuten auf einem siedenden Wasser- 
bade erhitzt und dann bei Zimmertemperatur belassen oder das Gemisch 
wird 24 Stunden im Brutschrank auf 40° erwiarmt. 

Nun hat Lobry de Bruyn ®) gezeigt, dafs freies Glucosamin beim 
Stehen seiner alkoholischen Lésung eine Umlagerung zu Fructosamin 
erfahrt; letzteres wiirde mit Methylphenylhydrazin wahrscheinlich wie 
freier Fruchtzucker reagieren. 

Bei 24stiindigem Stehen in gelinder Warme (40°), nicht aber bei 
5miniitigem Erhitzen zum Sieden, erhilt man aus Glucosaminacetat’) 
eine kleine Menge Methylphenylosazon, wenn auch nicht im entferntesten 
die zu erwartende Quantilét. Um aber ein fiir alle Fille brauch- 
bares Verfahren zu haben, empfiehlt es sich, auf laingere Erwirmung 
im Brutschrank zu verzichten, sondern die Komponenten nur 3-—5 Mi- 
nuten auf siedendem Wasserbade zu erhitzen, abkiihlen zu lassen und 
nach der friiheren Angabe zu verarbeiten. Dabei liefert allein der Frucht- 
zucker ein Methylphenylosazon. 

Mittels Methylphenylhydrazin kann man also Fructose neben Glucos- 
amin erkennen; letzteres kann ohne weiteres durch Phenylisocyanat nach 
Steudel oder durch Oxydation zu Isozuckerséiure nachgewiesen werden. 


') L. Langstein, Beitr. z. chem. Physiol. u. Phatol., Bd. VI (1905). 

7) C. Neuberg, Ber., Bd. XXXV, S. 960 (1902). 

*) EK. Fischer, Ber., Bd. XXII, S. 91 (1889). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 233 (1902). 

“) Sitzungsber. d. Akad. d. Wissensch. Amsterdam, Januar 1892. 

6) Offenbar setzten sich HCl-Glucosamin und essigsaures Methyl- 
phenylhydrazin zu Glucosaminacetat und dem Chlorhydrat des Hydrazins 
um. Das Acetat erleidet dann wohl langsam und partiell die Umwandlung 
im Sinne Lobry de Bruyns. 
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Soeben erschien: 
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DEUTSCHE AUSGABE UNTER MITWIRKUNG DES VERFASSERS 
BESORGT VON 


OTTO LUITPOLD JIRICZEK 
PROFESSOR AN DER UNIVERSITAT MUNSTER I. W. 


MIT 160 ABBILDUNGEN IM TEXT UND 3 TAFELN IN FARBENDRUCK. 
8°, VIII, 204 S. 1905, 
Geheftet M, 6.—, in Leinwand gebunden M. 7.—. 


Diese deutsche Ausgabe hat den Charakter eines Originalwerks, da 
die danische Ausgabe erst zu Neujahr 1906 erscheint als Teil einer all- 
gemeinen Kulturgeschichte, der nicht einzeln zu haben ist. 

In diesem kurzen Abrif$ der Urgeschichte Europas liegt wieder eine 
durchaus originale Arbeit voll neuer grundlegender Gedanken des be- 
riihmten danischen Prahistorikers vor, die vor ihm niemand hat schreiben 
wollen oder kénnen. Alle Hauptperioden und hervortretenden Gruppen 
der Praihistorie sind kurz dargestellt. Sprache und Form sind die seiner 
Nordischen Altertumskunde: also ,,gemeinverstandlich und wissenschaftlich 
in gleichem Mafe“. 

Das Ziel der kurzen Ubersicht ist nicht, den Inhalt und Stoff der 
prahistorischen Archaiologie zu erschépfen. Was davon an typischen 
Beispielen gegeben wird, soll aber trotzdem eine genaue und in der Haupt- 
sache auch vollstandige Darstellung und Wiirdigung der Hauptgruppen 
bieten. Auf was es dem Verfasser besonders ankommt, ist: der Gesamt- 
tiberblick, die inneren Verhiaitnisse der einzelnen Gebiete, die gemeinsame 
Kulturentwickelung und namentlich das Verhialtnis des barbarischen 
Europas zum klassischen. Die Grenze ist iiberall die historische Zeit. 
So halt der Verfasser, von der Urzeit herabschreitend, in Griechenland 
beim 8. Jahrhundert vor Chr. inne, wahrend er im Norden bis zum 
10. Jahrhundert nach Chr. herabgeht. Alle Linder sind gleichmafig 
behandelt. 

Durch seinen reichen bildlichen Schmuck versucht das Werk auch 
eine deutliche Anschauung von der Kultur des prahistorischen Europas 
zu geben. 
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m. b. H. 
Berlin N., Chausseestrafie 3 


Teilhaber: 
Max Kaehler & Martini — Dr. Peters & Rost. 


Vorteilhafteste Bezugsquelle 
von Apparaten und Utensilien fiir 
physiolog.-chemische, pathologische, 

bakteriolog., hygien. und mikroskop. 


Laboratorien, 


Unsere soeben erschienene aufer- 
ordentlich reichhaltige Preisliste Nr. 54 
tiber Apparate und Utensilien fiir alle 
Laboratoriumsarbeiten im Gesamt- J] 
gebiet der 


Biochemie 


wird Interessenten auf Verlangen 
gratis und franko tibersandt. 


Briefadresse: 


Vereinigte Fabriken f. Labor.-Bedarf 
Berlin N., Chausseestrafe 3. 


Verlag von KARL J. TRUBNER in StraBburg. 


Die chemischen Schutzmittel des Cierkérpers 
bei Vergiftungen. 


Dr. Emil Fromm, 
a.o. Professor fiir Chemie an der Universitat Freiburg i, B. 


8°. 32 S. 1903. Preis & 1.— 


«Die in bemerkenswerter Kiirze und Klarheit geschriebene Broschiire 
versucht ein Bild des chemischen Riistzeuges zu geben, dessen sich der 
Tierkérper bei denjenigen Vergtangen bedient, deren Verlauf man 
chemisch verfolgen kann... 

Wochenschrift, N. F. III. Nr. 23. 

«Der Inhalt dieser Arbeit lat sich kurz nicht wiedergeben. Wir 
empfehlen aber ihre Lektiire allen, die an toxikologisch-chemischen 
Fragen Interesse haben.» 

Pharmaceutische Zeitung 1903, Nr. 86. 


Untersuchungen tiber die Nucleine 
und ihre Spaltungsprodukte. 


Von 
Dr. A. KOSSEL. 
80, 18 S. 1881. Preis & 1.—. 
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